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La ĐoƌƌosioŶ est uŶ flĠau Ƌui touĐhe de Ŷoŵďƌeuǆ seĐteuƌs iŶdustƌiels et Ƌui est d’autaŶt plus 
iŵpoƌtaŶt depuis l’utilisatioŶ ŵassive des alliages de feƌ. Ce phénomène est défini comme étant une 
interaction physico-chimique entre le matériau et son environnement, engendrant la dégradation du 
matériau et la modification de son état. La description du processus de corrosion doit prendre en 
considération trois paramètres : le matériau, la surface de celui-ci et son environnement. Il est 
estimé que 15% de la produĐtioŶ aŶŶuelle d’aĐieƌ est peƌdue ĐhaƋue aŶŶĠe paƌ le phĠŶoŵğŶe de 
corrosion : l’aĐieƌ ŶoŶ alliĠ est le matériau le plus utilisé pour ses atouts économiques mais il 
pƌĠseŶte l’iŶĐoŶvĠŶieŶt d’ġtƌe le plus sensible aux attaques extérieures. 
La corrosion induite par les micro-organismes (CIM), encore appelée biocorrosion, consiste en 
l’aĐĐĠlĠƌatioŶ de la dĠgƌadatioŶ des ŵatĠƌiauǆ ĐoŶduĐteuƌs eŶ pƌĠseŶĐe de ŵiĐƌo-organismes qui 
adhèrent et se développent sur la surface sous la forme de biofilm ; ce biofilm est le plus souvent 
hétérogène en individus et distribué de manière hétérogène à la surface du métal. Les dégradations 
des aĐieƌs oŶt lieu le plus souveŶt sous foƌŵe de Đƌatğƌes sous les zoŶes d’aĐĐƌoĐhage du ďiofilŵ. 
C’est l’iŶteƌaĐtioŶ des micro-organismes, la présence des eǆopolǇŵğƌes Ƌu’ils pƌoduiseŶt et les 
gradients de concentration en substrat, oxygène, qui peuvent engendrer, voire même accélérer, le 
processus de corrosion. Dans le processus de biocorrosion, en plus des paramètres de corrosion, il 
faut aussi tenir compte des microorganismes et de leur métabolisme. Il est estimé que 20% des 
problèmes de corrosion sont liés à la biocorrosion. DaŶs le doŵaiŶe de l’iŶdustƌie pĠtƌoliğƌe, la 
corrosion induite par les microorganismes concerne aussi bien le secteur amont que le secteur aval 
et les secteurs touchés sont notamment la production pétrolière offshore ou encore la récupération 
du pĠtƌole et du gaz. La CIM est ƌespoŶsaďle de 75% de la ĐoƌƌosioŶ daŶs l’iŶdustƌie pĠtƌoliğƌe et de 
50% des dégâts causés dans les pipelines et les conduites souterraines (Walsh 1992).  
Les microorganismes à action corrosive le plus souvent rencontrés en milieu anaérobie sont les 
bactéries sulfato-réductrices (BSR) et les bactéries thiosulfato-réductrices (BTR). Le mécanisme 
généralement évoqué fait intervenir la réduction du sulfate en ion sulfure (sous forme de sulfure 
d’hǇdƌogğŶe) catalysée paƌ les BSR pouƌ ƌĠĐupĠƌeƌ l’ĠŶeƌgie dont elles ont besoin pour leur 
métabolisme. Les composés soufrés produits peuvent engendrer la dissolution du métal et les ions 
sulfures peuvent se combiner aux ions ferreux provenant de la surface métallique pour former des 
dépôts de FeS. Ces dépôts constituent alors des zones cathodiques efficaces à la surface du matériau 
conducteur facilitant la réduction des protons ou/et de l’eau. L’effiĐaĐitĠ des zoŶes couvertes de FeS 
pour catalyser cette ƌĠduĐtioŶ dĠpeŶd de l’Ġtat ĐƌistallogƌaphiƋue et de la structure du dépôt. 
L’hǇdƌogĠŶase est uŶe eŶzǇŵe retrouvée au sein des BSR, entre autres, et a été identifiée comme 
une protéine clé de la biocorrosion. Cependant son effet sur le processus de corrosion est encore 
sujet à controverses. En effet, même si cette enzyme est présente dans la majeure partie des 
ŵiĐƌooƌgaŶisŵes iŵpliƋuĠs daŶs la ďioĐoƌƌosioŶ, la ĐatalǇse du phĠŶoŵğŶe paƌ l’hǇdƌogĠŶase et paƌ 
transfert électronique direct a rarement été démontrée. L’Ġtude du ŵĠĐaŶisŵe d’aĐtioŶ de Đette 
enzyme sur le phénomène de corrosion démontre une activité électrochimique notable qui peut 
présenter un intérêt dans les piles à combustible à hydrogène et dans les systèmes de production 
d’hǇdƌogğŶe (en remplaçant le platine par une catalyse enzymatique). Cette enzyme, ĐoŵposĠe d’uŶ 
centre catalytique enfoui, présente au sein de sa structure des centres Fe-S. Au vu d’uŶe distaŶĐe 
moyenne entre chaque centre Fe-S de l’oƌdƌe de 11 Å (Peters 1999), il seŵďleƌait Ƌu’ils soient 
impliqués daŶs le tƌaŶsfeƌt d’ĠleĐtƌoŶs de la suƌfaĐe de l’eŶzǇŵe au ĐeŶtƌe ĐatalǇtiƋue. L’iŵpliĐatioŶ 
et le rôle exact des centres Fe-S daŶs la ĐatalǇse du pƌoĐessus de ĐoƌƌosioŶ Ŷ’est pas eŶĐoƌe ĐoŶŶue. 
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Un premier pas vers la compréhension des mécanismes mis en jeu eŶ pƌĠseŶĐe d’hǇdƌogĠŶase a été 
effectué dans de précédents travaux au LGC (Mehanna 2009). En milieu phosphate, loƌsƋue l’eŶzǇŵe 
est exposée à l’air ambiant, elle est inhibée et le processus de corrosion sur acier doux semble 
ĠgaleŵeŶt ġtƌe fƌeiŶĠ. L’hǇdƌogĠŶase inhibée se comporte alors comme une protéine inerte pouvant 
masquer la surface de l’aĐieƌ et foƌŵeƌ uŶe ĐouĐhe pƌoteĐtƌiĐe. LoƌsƋue l’eŶzǇŵe est dĠgƌadĠe par la 
chaleur, le processus de corrosion est exacerbé, et de manière plus importante que lorsque 
l’hǇdƌogĠŶase est sous sa forme active. La structure de l’eŶzǇŵe loƌsƋu’elle a ĠtĠ dĠgƌadĠe est 
certainement éclatée et les centres Fe-S peuvent alors ġtƌe eǆposĠs à la suƌfaĐe de l’enzyme voire 
même être libérés en solution. Ainsi les centres Fe-S pourraient être impliqués dans la catalyse du 
processus de corrosion à la manière des dépôts FeS en corrosion microbienne. 
Le pƌiŶĐipal oďjeĐtif de Đette thğse est d’Ġtudieƌ l’iŶflueŶĐe de l’eŶzǇŵe hǇdƌogĠŶase suƌ la ĐoƌƌosioŶ 
en approfondissant la compréhension des phénomènes interfaciaux qui régissent son action. La 
démarche consiste à étudier la catalyse de la réduction du proton (moteur cathodique de la 
ĐoƌƌosioŶͿ, paƌ l’hǇdƌogĠŶase, et d’aŶalǇseƌ les phĠŶoŵğŶes ĐouplĠs à diffĠƌeŶtes ĠĐhelles et à 
Ġvalueƌ d’ĠveŶtuelles appliĐatioŶs eŶ pƌoteĐtioŶ. Il s’agit eŶ paƌtiĐulieƌ d’Ġtudieƌ l’iŶflueŶĐe des 
centres Fe-S de l’eŶzǇŵe sur les phénomènes de corrosion pour diffĠƌeŶts tǇpes d’aĐieƌ eŶ utilisaŶt 
des hydrogénases renfermant un nombre varié de centres Fe-S. Pouƌ Đela, l’hǇdƌogĠŶase de 
Clostridium acetobutylicum va être utilisée. Cette eŶzǇŵe Ŷ’est pas ĐoŵŵeƌĐialisĠe et a ĠtĠ pƌoduite 
et purifiée spécialement pour ces travaux de thèse. Des modifications génétiques sur cette 
hydrogénase conduisant à la suppression de plus ou moins de centres Fe-S voŶt peƌŵettƌe d’Ġvaluer 
l’iŵpoƌtaŶĐe de Đes ĐeŶtƌes daŶs le ŵĠĐaŶisŵe d’aĐtioŶ de l’hǇdƌogĠŶase. Le travail présenté a été 
réalisé au sein du Laboratoire de Génie Chimique (LGC) en collaboration avec le Laboratoire 
d’IŶgĠŶieƌie des SǇstğŵes BiologiƋues et des PƌoĐĠdĠs ;LISBPͿ, CNRS, INSA, Toulouse pour la 
production et purification des hydrogénases.  
Le Chapitƌe 1 est uŶe sǇŶthğse ďiďliogƌaphiƋue pƌĠseŶtaŶt l’Ġtat de l’aƌt daŶs les doŵaiŶes de la 
corrosion et de la biocorrosion anaérobie. L’iŵpliĐatioŶ de l’hǇdƌogĠŶase daŶs les pƌoĐessus de 
ĐoƌƌosioŶ et l’ideŶtifiĐatioŶ des ĐeŶtƌes Fe-S au sein de sa structure sont également développés.  
Le Chapitre 2 détaille les matériels, méthodes et conditions expérimentales utilisés au cours de ce 
travail.  
Le Chapitre 3 montre les premières expérimentations réalisées sur acier inoxydable 316L et sur acier 
doux S235JR et la ŵise eŶ plaĐe d’uŶ pƌotoĐole assuƌaŶt uŶe ďoŶŶe ƌepƌoduĐtiďilitĠ des ŵesuƌes. Les 
premiers résultats eŶ pƌĠseŶĐe d’hydrogénase ont permis de faire le choix du matériau le plus 
peƌtiŶeŶt pouƌ ďieŶ ŵettƌe eŶ ĠvideŶĐe l’iŵpaĐt de l’eŶzǇŵe. 
Le Chapitre 4 développe une étude sur les molécules additionnelles ajoutées lors du processus de 
puƌifiĐatioŶ de l’eŶzǇŵe Ƌui a ĐoŶduit à aŵĠlioƌeƌ le protocole de ce procédé.  
Le Chapitre 5 ĐoŶsiste à ideŶtifieƌ les ŵĠĐaŶisŵes d’aĐtioŶ de l’hǇdƌogĠŶase pour extraire les 
électrons de la suƌfaĐe d’uŶ ŵatĠƌiau ĐoŶduĐteuƌ, eŶ ĐoƌƌosioŶ et eŶ ĠleĐtƌolǇse à poteŶtiel 
ĐathodiƋue. Le ŵoŶtage utilisĠ jusƋu’à présent (montage classique à 3 électrodes en cellule 
MetƌohŵͿ a ĠtĠ aŵĠlioƌĠ pouƌ ĐoŶĐeŶtƌeƌ l’hǇdƌogĠŶase au voisiŶage de l’ĠleĐtƌode tƌavail. Pour 
comprendre le rôle des centres Fe-S et du ĐeŶtƌe ĐatalǇtiƋue suƌ l’eǆtƌaĐtioŶ des ĠleĐtƌoŶs, des 
hydrogénases de type native et modifiées, sous forme active et dégradée, ont été testées. 
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I. Aspects électrochimiques de la corrosion 
 
La corrosion est un phénomène engendrant la dégradation de matériaux et la modification de son 
état dû à une interaction physico-chimique entre le matériau et son environnement. La corrosion 
aqueuse est un phénomène électrochimique impliquant la réunion de deux composantes (Duret-
Thual 2014) :  
- l’eǆistence d’une dissǇŵétrie phǇsiƋue ou chiŵiƋue à la surface d’un ŵatériau ŵétalliƋue 
- un environnement conducteur ionique 
Des réactions électrochimiques entraînent alors le passage d’un courant électriƋue entre deuǆ 
parties du ŵétal, l’une étant l’anode et l’autre la cathode. 
La réaction d’oǆǇdation consiste en la dissolution du ŵétal en ion ŵétalliƋue : 
 � ௦��௘ �௡௢ௗ�௤௨௘→          �௡+ + �௘�− Eq. 1. 
 
Le potentiel correspondant au couple (M, Mn+) est un potentiel d’éƋuiliďre défini selon la relation de 
Nernst : 
 ��=0 ௠é��� = �௠é���0 + ���௘ܨ ln [�௡+] Eq. 2. 
 
où E0 est le potentiel standard du couple (M, Mn+) (V), F le nombre de Faraday (96500 C/ŵole d’e-), R 
la constante des gaz parfaits (8,31 unités SI), T la température (K), ne le noŵďre d’électrons échangés 
dans la réaction. La réaction d’oǆǇdation du ŵétal ne peut se faire Ƌue si elle est 
thermodynamiquement favorable (ΔG<0).  
Simultanément, une réaction de réduction, qui doit présenter un potentiel d’éƋuiliďre supérieur à 
celui du métal (Ecathode>Eanode), a lieu.  Dans un environnement anaérobie, ce sont généralement les 
protons ou encore les ŵolécules d’eau qui se réduisent pour former du dihydrogène en utilisant les 
électrons issus de l’oǆǇdation du ŵétal (Eq. 3. et Eq. 4.). Cette réaction est généralement la réaction 
liŵitante cinétiƋueŵent ;plus lente Ƌue celle de l’oǆǇdation du métal). 
 
 ʹ�+ + ʹ�− ௦��௘ ���ℎ௢ௗ�௤௨௘→            �2 Eq. 3. 
 ʹ�2� + ʹ�− ௦��௘ ���ℎ௢ௗ�௤௨௘→            �2 + ʹ��− Eq. 4. 
 
En ŵilieu aéroďie, le ŵoteur cathodiƋue de la corrosion est la réduction de l’oǆǇgğne selon les 
réactions  Eq. 5. et Eq. 6. 
 �2 + Ͷ�+ + Ͷ�− ௦��௘ ���ℎ௢ௗ�௤௨௘→            ʹ�2� Eq. 5. 
 �2 + ʹ�2� + Ͷ�− ௦��௘ ���ℎ௢ௗ�௤௨௘→            Ͷ��− Eq. 6.  
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Le potentiel correspondant auǆ deuǆ réactions siŵultanées est appelé potentiel d’aďandon ou 
encore potentiel mixte de corrosion. 
Il existe plusieurs formes de corrosion : 
- la corrosion uniforme :  
Cette corrosion est la forme la plus courante et se caractérise par la dégradation homogène du 
ŵatériau ;perte d’épaisseur réguliğreͿ. La vitesse de corrosion vcorr est généralement mesurée en 
mm/an et peut aisément se calculer à partir de la loi de Faraday appliquée à la corrosion : 
 ܳ = ܫ�௢��� = �௘ܨ� Eq. 7. 
 
où Q est la Ƌuantité d’électricité ;CͿ, Icorr le courant de corrosion (A), t le temps (s), ne le nombre 
d’électrons échangés, F le noŵďre de FaradaǇ ;ϵϲ500 C/ŵole d’e-) et n le nombre de moles (mol). 
L’épaisseur (e) en cm, de la couche enlevée par corrosion durant un temps donné, est alors exprimée 
de la façon suivante : 
 � =  ���ܵ = ܫ�௢����ܵ�௘ܨ � Eq. 8. 
 
Où M est la masse molaire du métal concerné ;g/ŵolͿ, ρ la ŵasse voluŵiƋue ;g/cm3), S la surface 
(cm²). 
La vitesse de corrosion en mm/an est donc : 
 ��௢�� = ͵,ʹ68. 1Ͳ8 ܫ�௢����ܵ�௘  Eq. 9. 
 
- La corrosion localisée : 
Cette corrosion se produit à un endroit donné du matériau. Il se produit une altération ponctuelle du 
ŵatériau suite à une hétérogénéité de l’environneŵent ou/et du ŵatériau.  La corrosion localisée 
peut être de type : 
 Galvanique : corrosion d’un ŵatériau couplé à un ŵatériau plus résistant à la 
corrosion. 
 Caverneuse : corrosion due à une hétérogénéité de concentration d’ions en 
solution ; elle est généralement liée à une différence d’accessiďilité de l’oǆǇgğne 
entre deux zones : effet Evans, pile de concentration. 
 Par piqûres : attaque localisée due à une hétérogénéité du film passif sur de très 
petites surfaces par des anions tels que les chlorures. 
 Sous contrainte : corrosion couplée à une contrainte ŵécaniƋue, il peut s’agir de 
fissuration du métal, rupture au niveau des soudures, etc. 
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- Corrosion inter-granulaire : 
Corrosion au niveau des joints de grains. Cette corrosion a lieu lorsƋu’il Ǉ a hétérogénéité de 
composition entre le grain et le joint de grain ou encore lorsque le milieu est agressif. 
 
- Corrosion sélective : 
Corrosion d’un éléŵent d’alliage conduisant à une structure poreuse 
 
- Corrosion érosion : 
Enlèvement de matière dû auǆ forces de cisailleŵent lors d’un écoulement. 
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II. La corrosion induite par les micro-organismes (CIM) 
 
La corrosion induite par les micro-organismes (CIM) est un processus électrochimique où la 
participation des micro-organisŵes entraîne l’initiation ou encore la catalǇse de la corrosion sans 
changer sa nature électrochimique. La corrosion induite par les micro-organismes, encore appelée 
biocorrosion, est alors un système à trois composantes : le ŵétal, l’environneŵent ;électrolǇteͿ et les 
micro-organismes. 
 
1. La formation des biofilms 
 
Le mode de vie majoritaire des bactéries se fait sous forme de biofilm, ce qui peut notamment 
conduire à la biocorrosion des surfaces métalliques immergées et des canalisations.  
Le biofilm est souvent défini comme étant constitué de cellules immobilisées sur un substrat et 
fréƋueŵŵent engluées dans un polǇŵğre organiƋue d’origine ŵicroďienne (Characklis & Marshall 
1990). Le biofilm peut être défini, de façon plus large, comme étant une population microbienne 
enfermée dans une matrice, les micro-organismes adhérents entre eux et/ou aux surfaces voire 
mêmes aux interfaces (inertes ou vivantes) (Costerton et al. 1995). 
Le biofilŵ peut ġtre constitué d’une seule espğce ďactérienne ŵais en milieu naturel, il est plus 
souvent constitué d’un grand noŵďre d’espğces qui coexistent au sein de la structure. 
L’acheŵineŵent des nutriŵents jusƋu'auǆ ďactéries ainsi Ƌue l’évacuation des produits de 
dégradation se fait via un système de pores et de canaux aqueux. Au sein des biofilms peuvent alors 
apparaître des gradients d’oǆǇgğne, de pH, de suďstrats, conduisant au développeŵent de ďactéries 
par strates, différentes sur le plan physiologique. 
La forŵation d’un ďiofilŵ se déroule en cinƋ grandes étapes (Lappin-Scott & Bass 2001; Monroe 
2007) représentées sur la Figure 1 : 
 
Figure 1 : Etapes de développement d'un biofilm (Monroe 2007). 
 
Etape 1 : Un film conditionnant la surface se forme, avant que les bactéries ne viennent au contact 
du support. Des éléŵents du ŵilieu coŵŵe des ŵolécules organiƋues et des ions s’adsorďent à la 
surface du support. Cette zone, riche en nutriments va ainsi permettre la croissance bactérienne. 
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Etape 2 : Des bactéries libres en solution viennent adhérer à la surface de façon réversible et 
s’organisent en aŵas. L’attacheŵent initial des ŵicro-organismes au support diffère selon les 
propriétés physico-chimiques de celui-ci et des bactéries (Donlan 2002; Palmer et al. 2007). Des 
ŵétauǆ, résistants à la corrosion, tels Ƌue le titane ou l’acier inoǆǇdaďle représentent un ďon 
substrat pour la colonisation microbienne, du fait de leurs couches d’oǆǇde homogènes à leur 
surface. L’adhésion est au contraire empêchée sur une surface métallique non-passivée (telle que les 
alliages cuivre-nickel) par les divers produits de corrosion et les effets toxiques des ions cuivreux 
(Videla 1992). 
Etape 3 : Les ďactéries s’ancrent de façon irréversiďle sur la surface via des appendices cellulaires 
(pili) et des exopolymères Ƌu’elles eǆcrğtent. 
Etape 4 : Cette étape correspond à la phase de maturation du biofilm. La multiplication cellulaire et 
la sǇnthğse iŵportante d’eǆopolǇŵğres va entraîner une augŵentation de la taille du ďiofilŵ Ƌui 
acquiert une structure tridimensionnelle. Cette colonisation va recouvrir tout ou partie de la surface 
du support. 
Etape 5 : En fin de maturation, un certain nombre de cellules microbiennes se détachent suite à une 
carence nutritionnelle. Certaines cellules peuvent aussi subir une lyse cellulaire. Ces deux 
phénomènes conduisent à une dispersion du biofilm. Les micro-organismes détachés peuvent 
ensuite former un nouveau biofilm plus loin sur la surface, là où l’environneŵent leur est plus 
favorable. 
 
2. Rôle des bactéries dans la CIM 
 
Lors de la phase de ŵaturation, l’augŵentation de la taille du ďiofilŵ et la forŵation de colonies 
dispersées conduisent à des zones d’aération différentielles. L’aďsence d’oǆǇgğne à proǆiŵité de la 
surface ŵétalliƋue perŵet la prolifération de ďactéries anaéroďies utilisant donc d’autres ŵolécules 
Ƌue l’oǆǇgğne pour respirer telles Ƌue les ďactéries sulfato-réductrices (BSR), thiosulfato-réductrices 
(BTR) ou encore méthanogènes. Elles utilisent respectivement les sulfates, les thiosulfates et le 
ŵéthane pour leur respiration. Au contact d’une surface ŵétalliƋue ces ďactéries accélğrent le 
processus de corrosion (Haras 2005; Videla 2002). 
La ďiocorrosion peut ġtre initiée par la différence d’oǆǇgénation entre deuǆ zones de la surface 
métallique. Elle peut également être due aux bactéries elles-mêmes, via la production métabolique 
de coŵposés agressifs, l’altération ŵicroďienne des filŵs passifs ou des filŵs de produits de 
corrosion, la consommation métabolique des inhibiteurs de corrosion présents dans 
l’environneŵent, la catalǇse d’une des réactions ;cathodiƋue ou anodique) du processus de 
corrosion  (Videla 1996)(chap.4.3).  
Les BSR et BTR sont connues à ce jour pour être les acteurs majeurs de la biocorrosion en milieu 
anaérobie sur de nombreux supports métalliques (Beech & Sunner 2004; Sun et al. 2011; Xu et al. 
2007; Javaherdashti et al. 2006; Avci et al. 2013).  
Les BSR sont classées en deux genres (Videla 1996) (chap.2.6) :  
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- Desulfovibrium (ne formant pas de spores). Ce genre comprend 7 espèces. Elles se 
multiplient à des températures comprises entre 25 et 44°C et à un pH compris entre 5,5 et 
9,0 (le pH optimal étant 7,2). 
- Desulfotamaculum (formant des spores). Ce genre comprend 5 espèces. Leur température 
optimale de multiplication cellulaire est de 55°C. La température maximale à laquelle ces 
bactéries peuvent vivre est de 65-ϳ0°C et elles peuvent s’adapter à des teŵpératures 
inférieures à leur température optimale (30-37°C).  
Les BSR sont des bactéries vivant dans des conditions strictement anaérobies. Ce sont des 
microorganismes hétérotrophes qui récupèrent l’énergie, dont elles ont besoin pour leur 
métabolisme, de la réduction des sulfates en sulfures.  
 ܵ�42− + Ͷ�2� + 8�− → ܵ2− + 8��− Eq. 10. 
 
Le sulfate reŵplace ici l’oǆǇgğne en tant Ƌu’accepteur terŵinal d’électrons. En conséƋuence de cette 
réduction, il y a production de produits intermédiaires tels que les sulfures (ions sulfures, sulfure 
d’hǇdrogğneͿ, les thiosulfates et les tétrathionates Ƌui peuvent avoir des effets corrosifs sur les 
alliages de fer (Cragnolino & Tuovinen 1984; Newman et al. 1991). 
 Le mécanisme le plus connu pour expliquer la biocorrosion anaérobie par les BSR implique la 
précipitation du sulfure de fer (FeS). Les ions sulfures formés par la réduction des sulfates se 
combinent aux ions ferreux provenant de la surface métallique. Le FeS déposé à la surface du 
support métallique constitue alors une zone cathodique facilitant la réduction des protons ou de 
l’eau. Le ŵétal est donc à la fois coŵposé de zones cathodiƋues ;FeSͿ très efficaces et de zones 
anodiques (Fe). L’efficacité des zones FeS pour catalǇser la réduction des protons dépend de l’état 
cristallographique et de la structure du dépôt (Marchal 1999; Hamilton 2003). Lorsque ces dépôts 
forment un film épais adhérent, ils protègent alors la surface métallique sous-jacente. Cependant, ce 
tǇpe de filŵ protecteur peut conduire à une corrosion accrue lors d’une rupture de celui-ci, 
caractéristiƋue d’un dépôt FeS Ƌui est par définition instaďle. Lorsque les FeS créent un film fin et 
peu adhérent, ces dépôts accélğrent la corrosion de la ŵġŵe façon Ƌue lorsƋu’il Ǉ a rupture du filŵ 
protecteur (Hamilton 2003). Les BSR catalysent indirectement la réaction de réduction. 
Contrairement à ce qui a pu être dit par le passé, la consoŵŵation de l’hǇdrogğne produit par les 
SRB, ou autres, ne peut pas avoir d’effet direct sur la vitesse de corrosion (Mori et al. 2010), la 
réaction de réduction des protons étant la réaction limitante du processus de corrosion anaérobie. 
Cependant une accélération de la réaction cathodique sur le dépôt de FeS peut parfaitement 
eǆpliƋuer l’augŵentation du fluǆ d’électrons et l’accélération de la dissolution du ŵétal.  
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III. Les hydrogénases et la corrosion anaérobie 
 
Les enzymes du type hydrogénase, sont des oxydoréductases qui ont leur potentiel redox au même 
potentiel que le couple redox H+/H2 (-410 mV / ESH) dans les conditions standards (Yates et al. 2014). 
En conditions anaérobie, l’hǇdrogénase catalyse les réactions d’oǆǇdo-réduction de l’hǇdrogğne (Eq. 
11.) (Volbeda & Fontecilla-Camps 2005; Armstrong 2004; Vignais & Colbeau 2004; Nicolet et al. 2002; 
Evans & Pickett 2003) : 
 ʹ�+ + ʹ�−↔ �2 Eq. 11. 
 
Physiologiquement, les hydrogénases sont orientées pour réaliser cette réaction dans un sens ou 
dans l’autre. Ces enzymes sont présentes dans la plupart des procaryotes et également dans certains 
eucaryotes inférieurs (Madigan 2006; Calusinska et al. 2010; Deutzmann et al. 2015; Wu & Mandrand 
1993). Les hydrogénases sont très répandues dans les microorganismes anaérobies et notamment 
dans les BSR et BTR (Peters 1999). 
 
1. Classification 
 
C’est en ϭϵϵ5 Ƌue la structure d’une hǇdrogénase a été présentée pour la preŵiğre fois, il s’agissait 
de celle de la [Ni-Fe]-hydrogénase de Desulfovibrio gigas (Volbeda et al. 1995). 
La preŵiğre classification des hǇdrogénases était ďasée sur l’identification des donneurs / accepteurs 
d’électrons spécifiƋues de l’enzǇŵe, tels Ƌue le nicotinaŵide adénine dinucléotide (NAD), les 
cytochromes, les ferrédoxines, le coenzyme F420, la Ƌuinone… (Vignais & Billoud 2007). La 
classification finalement adoptée par la communauté scientifiƋue s’appuie sur l’indentification 
phylogénétique de leurs cofacteurs métalliques de transition. Ainsi, en s’appuǇant sur la coŵposition 
de leur site-actif, trois groupes d’hǇdrogénases ont, à ce jour, été identifiés : les [Ni-Fe]-
hydrogénases, les [Fe-Fe]-hydrogénases et les hydrogénases sans centres Fe-S – d’aďord appelées 
sans centre métallique et maintenant renommées [Fe]-hydrogénases – (Peters et al. 1998; Thauer et 
al. 1996; Marques et al. 2010; Fontecilla-Camps et al. 2007; Armstrong 2004; Vignais & Billoud 2007; 
Mertens & Liese 2004; Evans & Pickett 2003).  
- Les [Ni-Fe]-hydrogénases 
Les enzymes contenant des atomes de Ni ont été observées dans un large panel de micro-organismes 
comme les bactéries sulfato-réductrices, fiǆatrices d’azote, ŵéthanogğnes, photosǇnthétiƋues… Ces 
enzymes sont le plus souvent impliquées dans les réactions d’oǆǇdation de l’hǇdrogğne, c’est-à-dire 
la consoŵŵation de l’hǇdrogğne. 
Les [Ni-Fe]-hydrogénases sont majoritairement des hétérodimères avec deux sous-unités α et β. Les 
[NiFeSe]-hydrogénases sont un sous-groupe des [NiFe]-hydrogénases contenant un groupement 
selenium-cystéine (SeCys) comme ligand avec le Ni (Marques et al. 2010).  
- Les [Fe-Fe]-hydrogénases 
Les [FeFe]-hydrogénases ont été identifiées dans un petit groupe de micro-organismes, où elles sont 
souvent responsaďles de la catalǇse de la réaction de réduction des protons, en tant Ƌu’accepteur 
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terminal d’électrons, pour produire de l’hǇdrogğne. Ces hǇdrogénases sont celles Ƌui ont une activité 
catalytique la plus élevée pour la réaction de réduction des protons (10 à 100 fois plus actives que les 
[NiFe]-hydrogénases) (Soni et al. 1987). Les [FeFe]-hydrogénases sont généralement des monomères 
contenant le centre catalytique et des voies de transfert électronique.  
- Les [Fe]-hydrogénases 
Les hydrogénases sans centre [Fe-S] catalysent la réaction de consoŵŵation de l’hǇdrogğne couplée 
à la réduction d’un autre composé – le méthyltetrahydromethanopterin – (Fontecilla-Camps et al. 
2007; Vignais & Billoud 2007). 
Les trois tǇpes d’hǇdrogénases identifiées sont donc des ŵétaloenzǇŵes avec différentes 
coŵpositions et architectures de leur centre ŵétalliƋue, ainsi Ƌu’une séƋuence en acides aminés qui 
leur est propre. Les [Ni-Fe] et [Fe-Fe]-hydrogénases forment la plus grande majorité des 
hǇdrogénases connues à ce jour et l’hǇdrogğne constitue leur seul substrat ou produit, suivant la 
réaction Eq. 11. Le site actif des [Ni-Fe] et [Fe-Fe]-hydrogénases est généralement enfoui au sein de 
la structure de l’enzǇŵe. Ces enzǇŵes ont alors ďesoin d’un parcours défini pour le transfert des 
électrons, des protons et de l’hǇdrogğne entre la surface ŵoléculaire et le centre catalǇtiƋue 
(Armstrong & Hirst 2011; Fontecilla-Camps et al. 2007; Lautier et al. 2011; Cornish et al. 2011). 
Les [FeFe]-hydrogénases et [NiFe]-hydrogénases ont de nombreuses propriétés catalytiques en 
coŵŵun. L’activité de ces deuǆ groupes d’hǇdrogénases est inhiďée par le ŵonoǆǇde de carbone et 
cette inhiďition est réversiďle. La réaction avec l’oǆǇgğne conduit égaleŵent à une inhiďition de 
l’activité enzǇŵatiƋue des hǇdrogénases, irréversiďle dans le cas des [FeFe]-hydrogénases pour 
lesquelles une eǆposition prolongée à l’oǆǇgğne entraîne la destruction du centre catalytique (Adams 
1990), alors Ƌu’elle est réversiďle dans le cas des [NiFe]-hydrogénases. 
 
2. Hydrogénases utilisées dans ce travail 
 
Les hydrogénases (Hases) utilisées au cours de cette thèse sont des [FeFe]-Hydrogénases de 
Clostridium acetobutylicum. Cette bactérie anaérobie est connue pour être un des microorganismes 
les plus efficaces pour produire de l’hǇdrogğne à partir d’heǆose (Girbal et al. 2005; Soni et al. 1987), 
la production d’hǇdrogène étant catalysée par la [FeFe]-hydrogénase. C’est donc cette enzǇŵe Ƌui a 
été choisie pour les expérimentations menées dans ces travauǆ de thğse afin d’avoir l’enzǇŵe la plus 
efficace possiďle pour catalǇser la réduction des protons ou de l’eau. 
- Architecture globale 
Les [Fe-Fe]-hydrogénases contiennent un domaine catalytique – aussi appelé centre H – et un 
nombre variable de centres Fe-S – domaines additionnels et accessoires – très certainement 
iŵpliƋués dans le transfert d’électrons inter – et intra-moléculaire (Fontecilla-Camps et al. 2007; 
Armstrong & Hirst 2011; Nicolet et al. 2002).  
La structure tridimensionnelle de la [Fe-Fe]-Hydrogénase de Clostridium acetobutylicum n’a pas 
encore été déterŵinée, ŵġŵe si l’on connaît sa séquence en acides aminés. Cependant, cette 
enzǇŵe présente ϳϭ% d’identité avec la séƋuence d’acides aŵinés de la [Fe-Fe]-hydrogénase de 
Clostridium pasteurianum CpI dont on connait la structure ϯD. La représentation ϯD de l’hǇdrogénase 
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de C.a. est alors ŵodélisée à partir de la structure ϯD de l’hǇdrogénase CpI ;Figure 2) et est une 
représentation théorique. 
 
Figure 2 : Structure 3D de l’Hase CpI (à gauĐhe) et ƌepƌéseŶtatioŶ de l’Hase Ca (à droite). 
 
La structure ϯD de l’hǇdrogénase CpI a donc été choisie comme référence pour cette étude (Figure 
3).  
 
Figure 3 : Structure 3D de [Fe-Fe]-hydrogénase de Clostridium pasteurianum Cp1 (64kDa). Les atomes de fer sont en 
rouge brique, le soufre en jaune, l'azote en bleu, le carbone en noir, l'oxygène en rouge et les ponts sulfures en mauves. 
(Peters 1999; Razavet et al. 2001) 
Le Centre H 
Le domaine catalytique aussi appelé centre H est un arrangement de six atomes de fer sous la forme 
de deux sous-groupes [4Fe-4S] et [2Fe] liés de façon covalente par un pont cystéine thiol. Le centre 
binucléaire Fe-Fe représente le site actif.  
La structure du centre H de l’hǇdrogénase CpI initialeŵent proposée (Peters et al. 1998) et 
représentée en Figure 4 (a), faisait référence à la présence : 
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- D’un centre ďinucléaire Fe-Fe avec deux ligands diatomiques (CO) liés à chaque atome de fer; 
et trois ligands de pontage entre les deux atomes de fer consistants en deux atomes de 
soufre et une petite molécule (CO) 
- D’un centre [Fe4S4] lié au centre métallique Fe-Fe par le thiolate d’un résidu cǇstéine (atome 
de soufre de pontage appartenant à la cystéine, noté –S-Cys). 
 
Figure 4: Structure du centre H de Hase CpI, (a) modèle initial proposé, (b) modèle maintenant admis. 
Le modèle a été par la suite modifié. Les quatre molécules diatomiques liées étaient identifiées 
comme étant du monoxyde de carbone (CO) alors que ce sont vraisemblablement deux molécules de 
CO et deux molécules de CN- (Pierik et al. 1998). En comparant les deux modèles du site actif de 
l’hǇdrogénase CpI et de l’hǇdrogénase de Dd ([Fe-Fe]-hydrogénase de  Desulfovibrio desulfuricans), 
un modèle consensus a alors été proposé (Nicolet et al. 2000) représenté en Figure 4 (b) : 
- Chaque atome de fer du centre métallique est lié à un CO et à un CN-, qui sont assignés selon 
leur environnement. Les CO siègent dans les poches hydrophobes et les CN- établissent des 
ponts H2 / protéine. 
- Le petit ligand de pontage entre les deux atomes de fer est un CO additionnel et les S de 
pontage appartiennent à une petite molécule organique (S-X-S). La molécule organique 
correspondrait au cofacteur azadithiolate (-S-CH2-NH-CH2-S-) (Winkler et al. 2013; Silakov et 
al. 2009). 
Les différences oďservées entre les ŵodğles proposés peuvent s’eǆpliƋuer par les différents états 
redoǆ dans lesƋuels l’enzǇŵe se trouvait et les dommages oxydatifs qui ont pu modifier la structure. 
Par eǆeŵple, dans les travauǆ de Pierik et al., l’hǇdrogénase a ŵaturé en présence de dithionite 
;agent réducteurͿ et la structure oďservée en anaéroďie reflğte trğs proďaďleŵent l’hǇdrogénase 
dans son état oxydé (Pierik et al. 1998). 
Les centres Fe-S accessoires 
Les centres Fe-S restants coŵposent les doŵaines additionnels et accessoires de l’enzǇŵe. En 
général, les [Fe-Fe]-hydrogénases clostridiales contiennent quatre centres [Fe-S] en plus du centre H 
(Figure 3). L’hǇdrogénase CpI présente deuǆ centres Fe-S autour du centre H : le centre FS4A (ou 
mésial) et le centre FS4B (ou distal) ; le centre FS4A étant le plus proche du centre catalytique. Ce 
centre FSϰA représente vraiseŵďlaďleŵent le donneur direct d’électrons au site actif du centre H 
(Peters et al. 1998; Peters 1999). L’hydrogénase présente également deux autres centres [Fe-S] 
localisés à la surface de la protéine ŵais à l’opposé l’un de l’autre sur la structure de l’enzǇŵe : un 
centre [Fe4S4] (FS4C) et un centre [Fe2S2] (FS2) (Figure 3). 
(a) (b) 
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- Transfert d’électrons 
Les distances entre chaque centre Fe-S sont généralement de 11 Å (Peters et al. 1998), comme dans 
beaucoup d’autres enzǇŵes redoǆ. Cette distance entre les centres redoǆ est optiŵisée pour le 
transfert d’électrons puisƋue au-delà de 14 Å, le transfert implique forcément une chaîne de 
cofacteurs (Page et al. 1999; Dementin et al. 2006).  
En examinant la position relative des centres [Fe-S], deuǆ voies possiďles pour le transfert d’électrons 
apparaissent : entre le site actif Fe-Fe et le FS4C ou entre le site actif Fe-Fe et le FS2, par le biais de 
FSϰB et FSϰA. L’idée Ƌu’une interaction entre un donneur/accepteur d’électrons eǆterne et l’un des 
deux centres (FS4C et/ou FS2) ait lieu, semble plausible étant donné leur position (plus exposée vis-à-
vis de la surface de la protéine). La charge de surface relative de CpI indique que le domaine FS4C est 
globalement basique et que le domaine FS2 est globalement acide. FS4C et FS2 représentent alors 
proďaďleŵent les sites d’interactions avec des donneurs/accepteurs d’électrons selon leur pKa 
(Peters 1999). Il n’a pas encore été identifié à ce jour leƋuel de ces centres [Fe-S] est impliqué dans 
l’acceptation initiale des électrons au contact du partenaire physiologique redox, la ferrédoxine dans 
notre cas. 
- Transfert de protons 
Il y encore peu de données concernant le transport intramoléculaire des substrats entre le site actif 
et la surface de l’enzǇŵe (Lautier et al. 2011; Cornish et al. 2011; Fontecilla-Camps et al. 2009). Le 
transfert de protons est une coŵposante essentielle de la production réversiďle de l’hǇdrogğne. Le 
transfert d’électrons jusƋu’au site actif entraîne des réarrangeŵents chiŵiques qui impliquent des 
transferts de protons. Les protons peuvent voyager uniquement sur de petites distances (≪1 Å) et du 
fait des longues distances à traverser entre la surface de l’enzǇŵe et le site actif de celle-ci, 
l’organisation du site actif et le positionnement des donneurs / accepteurs de protons est critique 
(Warshel et al. 2006). En catalyse électrochimique, les deux parties - transfert d’électrons et transfert 
de protons - doivent être synchronisées (Costentin 2008; Warren et al. 2010). Les protons sont 
supposés ďouger à travers l’enzǇŵe à l’aide de liaisons hǇdrogğnes, lorsque les groupes donneurs / 
accepteurs ont des pKa appropriés. Le transfert sur de plus longues distances nécessite des rotations 
et/ou des translations d’un noŵďre suffisant de groupes porteurs de protons (Fontecilla-Camps et al. 
2007). Ces mécanismes de tunnel responsables du transfert de protons a été démontré sur de 
nombreuses enzymes (Liang & Klinman 2004). Déterminer les voies de transfert de protons et leur 
régulation au sein de l’hǇdrogénase reste encore une tâche difficile non résolue à ce jour. Etant 
donné Ƌue le proton est une espğce chargée Ƌui a ďesoin d’une staďilisation tout au long de sa voie 
de transfert, un changement dans le pKa peut complètement inactiver le processus. Les 
caractéristiƋues environneŵentales de l’hǇdrogénase ont alors un effet sur la régulation du transfert 
de proton (Fontecilla-Camps et al. 2007). 
L’eǆistence de tunnels hǇdrophiles perŵettant le transport des suďstrats entre la surface de l’enzǇŵe 
et le site actif est une hypothèse qui a été avancée dans les travaux de Lautier et al. 2011. D’autre 
part, quatre résidus ont été identifiés comme nécessaires au transfert de protons entre le site actif et 
la surface de l’enzǇŵe : Cys-299, Glu-279, Ser-319 et Glu-282 (Cornish et al. 2011). La substitution de 
chacun de ces résidus par d’autres acides aŵinés entraîne, en effet, une ďaisse drastiƋue de l’activité 
de l’hǇdrogénase, coŵparativeŵent à celle de l’hǇdrogénase native. Par exemple, la substitution de 
la cystéine en position 299 par une alanine (Ala) ou une sérine (Ser) conduit dans les deux cas à une 
forte diŵinution de l’activité enzǇŵatiƋue : avec une consommation en hydrogène réduite de 85 % 
et une production d’hǇdrogğne réduite de plus de ϵϵ %. Cependant, la substitution par la sérine 
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conduit à une activité enzymatique légèrement supérieure à celle observée avec le mutant Ala-299. 
En effet la chaîne latérale de la sérine conserve un groupe hydroxyle capable de former des liaisons 
hǇdrogğnes alors Ƌue la chaîne latérale de l’alanine est aliphatiƋue et ne peut donc pas participer au 
transfert de protons.  Ces résultats confirment bien l’iŵplication de la cystéine en position 299 dans 
le transfert de protons intraŵoléculaire de l’hǇdrogénase.  
Il semblerait alors que le transfert de protons se fasse en position C-terŵinale de l’enzǇŵe, à 
l’opposé des voies de transfert des électrons plutôt positionnées du côté N-terminal (Figure 5). La 
position C-terŵinale correspond à l’une des deuǆ eǆtréŵités de la protéine et se caractérise par la 
présence d’une fonction carďoǆǇle ;-COOH) portée par le dernier acide aminé de la chaîne. L’autre 
extrémité de la protéine, dite N-terminale, porte la fonction amine (-NH2). 
 
Figure 5 : Structure de la [Fe-Fe]-hydrogénase (CpI) et identification de la voie de transfert de protons (Cornish et al. 2011) 
 
3. Rôle des hydrogénases dans la corrosion microbienne anaérobie 
 
Les hydrogénases sont des enzymes présentes chez des bactéries et restent actives même après la 
lyse des cellules bactériennes. Elles ont été identifiées comme des protéines clés de la biocorrosion, 
en milieu anaérobie (Mehanna et al. 2008; Deutzmann et al. 2015; Van Ommen Kloeke et al. 1995; 
Silva et al. 2004), car elles catalysent la réaction de réduction du proton ou de l’eau pour produire 
l’hǇdrogğne. Le rôle de cette enzyme dans la CIM est encore un sujet à controverses, et ce, 
principaleŵent à cause de l’instaďilité des enzǇŵes liďres en solution. Cependant il a maintenant été 
démontré que des hydrogénases pouvaient être stable pendant des mois en terŵe d’activité, en 
particulier celles Ƌui n’ont pas suďi de purification, et ce indépendamment de la viabilité des cellules 
qui les produisent (Chatelus et al. 1987). Ainsi, les bactéries qui contiennent des hydrogénases, ou les 
hydrogénases libres en solution, accrochées à une surface métallique peuvent garder leur capacité à 
catalyser la réaction d’oǆǇdation de l’hǇdrogène ou de réduction du proton pendant plusieurs mois.  
L’étude de l’iŵpact de l’hǇdrogénase sur la corrosion de ŵatériauǆ a souvent été réalisée en 
présence d’accepteurs terŵinauǆ d’électrons ; tels que le méthyl viologène, NAD+, ou encore la 
ferrédoxine (Bryant et al. 1991; Da Silva et al. 2004). Dans ces conditions opératoires, l’hǇdrogénase 
est supposée jouer son rôle catalǇtiƋue dans le sens de l’oǆǇdation de l’hǇdrogğne forŵé par le 
processus de corrosion du matériau (Figure 6). 
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Cependant ce schéŵa catalǇtiƋue n’eǆpliƋue pas l’influence de l’hǇdrogénase sur la vitesse de 
corrosion. La réaction de réduction des protons à la surface du ŵatériau est en effet l’étape liŵitante 
du processus de corrosion. La consommation du produit de corrosion (H2) n’a alors pas d’iŵpact sur 
la vitesse globale de la corrosion. Ce tǇpe de ŵécanisŵe n’est donc pas à retenir pour l’étude de 
l’iŵpact de l’hǇdrogénase sur le processus de corrosion des aciers.  
L’hǇdrogénase a été égaleŵent déŵontrée coŵŵe étant un catalyseur de la corrosion. Deux 
principaux mécanismes ont été établis selon la présence ou non d’accepteurs terŵinauǆ d’électrons 
et selon le milieu utilisé. 
 
- Effet synergétique hydrogénase / acides faibles 
Le premier mécanisme établi est celui de l’effet sǇnergétiƋue entre l’hǇdrogénase et les phosphates 
;ou encore acides faiďlesͿ, en présence d’accepteurs terŵinauǆ d’électrons (Da Silva et al. 2002; Da 
Silva et al. 2004; Bryant et al. 1991; Bryant & Laishley 1993). En milieu phosphaté, les espèces 
phosphates peuvent se déprotonner cathodiƋueŵent et produire ainsi de l’hǇdrogğne ;Figure 7). 
 
 
 
 
 
 
 
L’espğce phosphate est rapideŵent régénérée par l’éƋuiliďre acide-base : 
 �ܲ�42− + �+ ↔�2ܲ�4− Eq. 12. 
 
Ainsi, la réaction de réduction via les phosphates n’est pas une étape cinétiƋueŵent liŵitante et la 
consoŵŵation de l’hǇdrogğne catalǇsée par l’hǇdrogénase peut avoir un effet d’accélération de la 
vitesse globale du processus cathodique et ainsi de la corrosion. 
2H+ 
H2 
Donneur d’e- 
Accepteur d’e- 
M 
M2+ 
2e- 
: Hydrogénase 
Figure 6 : Schéma catalytique de l'hydrogénase en présence d'un accepteur terminal d'électrons 
2H2PO4
- 
2HPO4 + H2 
: Hydrogénase M 
M2+ 
2e- 
H+ Donneur d’e- 
Accepteur d’e- 
H2 
Figure 7 : Catalyse de la réaction cathodique par l'hydrogénase en présence d'espèces phosphates et d'un accepteur terminal 
d'électrons 
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- Transfert électronique direct hydrogénase / surface conductrice 
Le second ŵécanisŵe proposé est le ŵécanisŵe le plus siŵple, où l’hǇdrogénase catalǇse par 
transfert électroniƋue direct la réaction de réduction des protons ou de l’eau (Figure 8). Cette 
catalǇse ne nécessite pas la présence d’accepteurs / donneurs d’électrons (Mehanna 2009) (p108-118) et 
a été évoquée sur plusieurs matériaux métalliques (Da Silva et al. 2002; Da Silva et al. 2004; Mehanna 
et al. 2008). 
  
 
 
 
 
 
La capacité de diverses enzymes redox à accepter les électrons directement de surfaces cathodiques 
a de nombreuses fois été démontrée (Chatelus et al. 1987; Mehanna et al. 2008; Mehanna et al. 
2009; Silva et al. 2004). Malgré la présence de ces enzymes dans la plupart des microorganismes 
iŵpliƋués dans la corrosion, la participation de l’hǇdrogénase dans le processus de corrosion, par 
transfert direct d’électrons, a rareŵent été déŵontrée. Dernièrement, Deutzman et al. ont montré 
que des enzymes redox, telles que les hydrogénases sont capables de prendre directement les 
électrons sur une surface métallique (Deutzmann et al. 2015). Leur eǆpérience s’appuie sur l’étude 
de la souche sauvage de Methanococcus maripaludis (M.m.) et d’un ŵutant de M.m. sans 
hydrogénase, en présence de granules de fer. Après avoir filtré les milieux de culture, libérant ainsi le 
milieu des cellules et ne laissant que les métabolites en solution, il a été constaté que le milieu filtré 
issu de la souche mutante entraînait une vitesse de forŵation d’H2 équivalente au contrôle abiotique 
;de l’ordre de 5ϭ nŵol electrons eƋuivalents ;eeƋͿ/hͿ ; alors que le milieu filtré issu de la souche 
sauvage produit l’hǇdrogğne à une vitesse 5 fois supérieure ;2ϳϰ nŵol eeƋ/hͿ. Ainsi, les 
hydrogénases libres en solution sont capaďles de s’adsorďer sur la surface des granules de fer et par 
transfert direct d’électrons peuvent catalǇser la forŵation d’H2. En milieu naturel, les petits 
composés alors produits par la catalyse, tels que H2, peuvent ainsi servir de donneurs d’électrons 
pour le catabolisme microbien. La libération des hydrogénases dans le milieu est certainement 
accidentelle dans bon nombre de cas (conditions extérieurs entraînant la lyse des cellules) mais il est 
également possible que cette libération soit délibérée, et ce, par une population sacrificielle pour 
permettre la production des petits composés nécessaires au catabolisme des autres 
microorganismes (Deutzmann et al. 2015). Ainsi, l’iŵpact des microorganismes, tels que les BSR, ou 
encore les bactéries ferriréductrices (Libert et al. 2014) sur le processus de corrosion a peut-être 
également pour origine l’iŵplication d’hǇdrogénases liďres en solution, en suppléŵent des 
hydrogénases qui opèrent au sein des cellules, comme cela a déjà été présumé (Rosenbaum et al. 
2011). 
Cette idée Ƌu’un transfert direct d’électrons entre l’hǇdrogénase et la surface conductrice opğre de 
façon à catalyser les réactions d’oǆǇdoréduction des protons ou de l’H2 est maintenant exploitée 
pour développer des biopiles à hydrogène ; l’iŵŵoďilisation des hydrogénases étant le point clé pour 
2H+ 
H2 
M 
M2+ 
2e- 
: Hydrogénase 
Figure 8 : Catalyse de la réaction cathodique par l'hydrogénase via un transfert électronique direct 
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obtenir un système performant (Lojou 2011; Hambourger et al. 2008; Armstrong & Hirst 2011; 
Krassen et al. 2009). L’iŵŵoďilisation de l’enzǇŵe, généralement réalisée sur une électrode à base 
de graphite (de Poulpiquet et al. 2014; Hambourger et al. 2008; Baffert et al. 2012; Lukey et al. 2010), 
peut se faire par séchage d’une goutte concentrée d’hǇdrogénase sur la surface de l’électrode, ou 
bien encore en treŵpant l’électrode pendant ϯ0 ŵinutes dans une solution diluée d’hǇdrogénase 
(Hambourger et al. 2008). Cependant ces méthodes ne permettent pas une orientation optimale de 
la protéine sur le support. En effet, suivant l’orientation de l’hǇdrogénase sur le matériau 
conducteur, les chemins intrinsèques perŵettant le transfert d’électrons jusƋu’au centres 
catalytiques ne sont pas forcément accessibles. Une ŵéthode pour aŵéliorer l’orientation de 
l’enzǇŵe sur le support consiste à créer des interactions électrostatiƋues entre la surface conductrice 
et l’hǇdrogénase (Krassen et al. 2009; Lojou 2011). En ŵodifiant la surface à l’aide de polǇŵğres, par 
exemple, ayant une charge opposée à celle du centre Fe-S le plus proche de la surface de l’enzǇŵe, il 
est possiďle d’orienter l’hǇdrogénase pour Ƌue le centre Fe-S distal se place au plus près de la surface 
de l’électrode et ainsi optimiser le transfert d’électrons jusƋu’au centre catalǇtiƋue. Cependant, 
l’enzǇŵe utilisée peut trğs ďien avoir une charge globalement neutre autour du centre FeS distal, 
coŵŵe c’est le cas pour la [Ni-Fe]-hydrogénase de Aquifex aeolicus (Lojou 2011). Il n’est alors pas 
possible de contrôler l’orientation par siŵples interactions électrostatiƋues.  L’apposition de 
nanotuďes de carďones sur la surface d’électrode, perŵet d’augŵenter la surface de l’électrode par 
une certaine rugosité du matériau et ainsi augŵenter le noŵďre d’hǇdrogénases Ƌui peuvent 
s’adsorďer à la surface des nanotubes de carbone. Ainsi, avec l’accroisseŵent de la rugosité 
engendrée par les nanotubes de carbones, les hydrogénases peuvent se placer aléatoirement et 
avoir plus de zones en contact avec la surface. Il y a donc plus de chances pour que le FeS distal soit 
assez proche de la surface et Ƌu’un transfert direct d’électrons opère.  
L’effet électrocatalǇtiƋue d’une hǇdrogénase adsorďée résulte donc d’une interaction complexe 
entre le transport de matière, le transfert d’électrons, le turnover de l’enzǇŵe et l’orientation de 
celle-ci (Reda & Hirst 2006; Armstrong & Hirst 2011). Le centre catalǇtiƋue de l’hǇdrogénase seŵďle 
ġtre le ŵoteur responsaďle de la prise d’électrons, puisƋu’il a été déŵontré Ƌu’une grande activité 
catalytique produit une grande amplification de courant (Léger et al. 2003). Les centres Fe-S, en 
particulier leur disposition au sein de l’enzǇŵe, jouent très certainement un rôle majeur dans cette 
prise d’électrons directeŵent à la surface d’un ŵatériau conducteur. 
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IV. Positionnement de l’étude 
 
Les travaux de thèse de Maha Mehanna publiés récemment (Mehanna et al. 2016) représentent le 
postulat de départ de cette thèse (Annexe 1). Il a été déŵontré Ƌue suivant l’état de l’enzǇŵe 
;activée, inactivée ou dégradéeͿ, l’influence de l’hǇdrogénase sur la corrosion n’est pas la ŵġŵe. Les 
travaux se sont faits en milieu phosphate sur acier doux 1145. LorsƋue l’enzǇŵe est active, la 
corrosion est dite généralisée. L’hǇdrogénase catalǇse la réduction des protons. LorsƋue l’enzǇŵe est 
inactivée par l’oǆǇgğne, il n’Ǉ a pas de corrosion. L’oǆǇgğne se fiǆe au centre catalǇtiƋue et inhiďe de 
façon irréversiďle la protéine, le centre catalǇtiƋue n’est alors plus accessible pour les protons et les 
électrons. L’hǇdrogénase se coŵporte coŵŵe une protéine inerte et protğge la surface de l’acier. 
LorsƋue l’enzǇŵe est dégradée en la faisant ďouillir pendant ϭ5 ŵinutes, la corrosion est accentuée, 
un dépôt épais est observé avec une structure très hétérogène. Cette accentuation de la corrosion a 
été eǆpliƋuée par une liďération des centres FeS de l’enzǇŵe dégradée Ƌui s’adsorďent sur la surface 
du métal. La formation de zones cathodiques (FeS) et anodiques (Fe) sur la ŵġŵe surface d’électrode 
provoque la détérioration accélérée du matériau, similairement au mécanisme des BSR. 
L’effet catalǇtiƋue des centres FeS de l’hǇdrogénase est alors plus ou ŵoins prononcé selon  leur état 
d’oǆǇdation, leur disposition dans le ŵilieu et leur disponibilité au sein de l’enzǇŵe. 
Au vu de ces résultats obtenus par Maha Mehanna, l’idée générale de la présente thğse est d’étudier 
l’influence des centres Fe-S sur la corrosion et d’identifier les ŵécanisŵes d’action de l’enzǇŵe pour 
prendre les électrons directeŵent à la surface d’un ŵatériau conducteur, en l’occurrence sur de 
l’acier. C’est pourƋuoi, l’idée d’une étude coŵparative entre l’enzǇŵe dite sauvage ou native (WT) et 
des enzymes pour lesquelles des mutations spécifiques visant à avoir plus ou moins de centres Fe-S 
dans l’enzǇŵe a éŵergé. Aprğs concertation avec l’équipe EADϯ spécialisée dans l’ingénierie et 
évolution des voies métaboliques chez les procaryotes au Laďoratoire d’Ingénierie des SǇstğŵes 
Biologiques et des Procédés (LISBP) à l’INSA de Toulouse, il a été établi que six tǇpes d’enzǇŵes 
(enzyme type native et enzymes modifiées) pouvaient être produits dans ce but. Les mutations 
spécifiƋues Ƌu’il est possiďle d’effectuer concernent les centres FS2 et FSϰC. En ciďlant 
spécifiquement ces centres Fe-S, il est possiďle Ƌue le transfert d’électrons ne se fasse pas ou ďien 
Ƌu’il soit diŵinué, puisƋu’il est coŵŵunéŵent supposé Ƌue ces deuǆ centres Fe-S sont responsables 
du transfert d’électrons entre l’eǆtérieur de l’enzǇŵe et la surface de l’enzǇŵe. Les chemins de 
transfert des électrons au sein de l’enzǇŵe sont schéŵatisés en Figure 9. 
 
Figure 9 : CheŵiŶs de tƌaŶsfeƌt d’éleĐtƌoŶs et des suďstƌats Đhez l’hydƌogéŶase Ŷative de C.a. 
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 Afin de le vérifier, les mutations énumérées en Figure 10  ont été proposées. La structure 3D servant 
de référence est celle de l’hǇdrogénase de C.pasteurianum mais les noms des hydrogénases 
modifiées se réfèrent à la séƋuence en acide aŵiné de l’hǇdrogénase de C.acetobutylicum. 
 
Figure 10 : Types d'hydrogénases qu'il est possible de produire au LISBP, INSA, Toulouse. 
Au niveau du centre FS2, deux types de mutations peuvent être réalisées :  
- C48A pour laquelle la cystéine (Cys) en position 48 est reŵplacée par l’alanine ;AlaͿ, ce Ƌui 
entraîne la suppression d’un atoŵe de S appartenant à la cǇstéine en position ϰ8 (Figure 11). 
L’alanine Ƌui n’a pas de résidu thiolate n’est pas liée au centre FS2. Ce dernier se trouve 
déstabilisé, ce qui entraîne vraisemblablement sa suppression (le centre FS2 n’est plus lié au 
reste de l’enzǇŵe). 
 
Figure 11 : (a) Structure du centre FS2 originel, (b) Mutant C48A : substitution de Cys en position 48 par Ala. 
Le transfert d’électrons de la surface du ŵatériau conducteur à la surface de l’enzǇŵe est donc 
supposé se faire via le centre FSϰC, le transfert jusƋu’au centre catalǇtiƋue étant assuré par les 
centres Fe-S enfouis au sein de la structure de l’enzǇŵe ;Figure 12). 
(a) (b) 
  Chapitre 1 – bibliographie -  
24 
 
 
Figure 12 : Chemins supposés de transfert d'électrons au sein de l'hydrogénase C48A. 
- ∆FS2 pour laquelle le centre FS2 est complètement supprimé. Pour cette hydrogénase 
modifiée, le chemin théorique des électrons au sein de la structure est supposé être le même 
Ƌue pour l’hǇdrogénase Cϰ8A ;Figure 12). 
Au niveau du centre FS4C, deux types de mutations peuvent également être réalisées :  
- C100A pour laquelle, de la même façon que pour la C48A, la cystéine en position 100  est 
remplacée par une alanine. Cette substitution entraîne égaleŵent la suppression d’un atoŵe 
de S et ainsi la suppression du centre Fe-S concerné (Figure 13).  
 
Figure 13 : (a) Structure du centre FS4C originel, (b) Mutant C100A : Substitution de Cys en position 100 par Ala. 
A l’inverse de l’enzǇŵe des deuǆ enzǇŵes précédentes ;Cϰ8A et ∆FS2Ϳ le transfert des électrons à la 
surface de l’enzǇŵe est supposé ġtre assuré par le centre FS2 ;Figure 14). 
(a) (b) 
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Figure 14 : Chemins supposés de transfert d'électrons au sein de l'hydrogénase C48A. 
 
- H93C pour laquelle l’histidine ;HisͿ en position ϵϯ est reŵplacée par une cǇstéine, ce Ƌui 
entraîne l’ajout d’un atoŵe de S. Cette ŵutation vise à reformer un centre Fe-S dit classique 
avec un atome de S lié à une cystéine sur chaque atome de fer (Figure 15). 
 
Figure 15 : (a) Structure du centre FS4C originel, (b) Structure du centre FS4C obtenu après mutation H93C. 
Pour cette enzyme, le transfert des électrons à la surface doit donc pouvoir se faire via les deux 
centres Fe-S de surface : FS2 et FSϰC, coŵŵe pour l’hǇdrogénase native ;Figure 9Ϳ. La forŵation d’un 
centre dit classique au niveau du centre FS4C peut toutefois engendrer des modifications dans la 
prise d’électrons. 
Un autre type de modification a également été réalisée : ∆Da, pour laƋuelle tous les centres Fe-S 
accessoires sont supprimés. Toute la partie coté N-terminale du centre catalytique a été oblitérée. Le 
centre H se trouve alors vraiseŵďlaďleŵent au niveau de la surface de l’enzǇŵe. Il est alors possible 
que le centre catalytique puisse directement puiser les électrons pour catalyser la réaction de 
réduction de l’eau ou des protons ;Figure 16). 
(a) (b) 
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Figure 16 : Schéŵa de l'hydrogéŶase ∆Da, ;aͿ représeŶtatioŶ 3D, ;ďͿ schéŵatisatioŶ des traŶsferts d’électroŶs et des 
substrats. 
 
L’effet des ŵutations et le noŵďre de centres Fe-S accessoires en présence dans l’enzǇŵe aprğs 
mutation sont reportés dans le Tableau 1. 
Type 
d’hǇdrogénase Nom 
Centres 
Fe-S 
modifiés 
Effet de la modification 
Nombre de 
centres  
Fe-S 
accessoires 
présents  
Nomenclature 
des centres Fe-S 
accessoires 
présents  
Sauvage 
Hase 
WT 
aucun - 4 
FS4A, FS4B, 
FS4C, FS2 
Modifiée 
Hase 
C48A 
FS2 
Cys 
position 
48 
substitué 
par Ala 
 suppression 
d’un atoŵe de S 
 déstabilisation 
du centre FS2 
3 
FS4A,  
FS4B,  
FS4C 
Modifiée 
Hase 
ΔFS2 FS2 Suppression du centre FS2 3 
FS4A, FS4B, 
FS4C 
Modifiée 
Hase 
C100A 
FS4C 
Cys 
position 
100 
substitué 
par Ala 
 Suppression 
d’un atome de 
S 
 déstabilisation 
du centre FS4C 
3 
FS4A,  
FS4B, 
FS2 
Modifiée 
Hase 
ΔDa tous 
Suppression des centres Fe-S 
accessoires, ne reste que le centre 
H 
0 - 
Tableau 1 : Types d’hydƌogéŶases Ƌu’il est possiďle de pƌoduiƌe au LISBP. 
Les [FeFe]-hydrogénases utilisées au cours de cette thèse ont toutes été produites et caractérisées 
d’un point de vue ďiochiŵiƋue au LISBP. La construction, la conception, la production, la purification 
et la caractérisation biochimique de l’hǇdrogénase sous ses différentes forŵes a fait l’oďjet de la 
thèse de Charles Gauquelin au sein de l’éƋuipe EADϯ au LISBP. J’ai participé, de ŵon côté, à de 
noŵďreuses caŵpagnes de production et purification de l’enzǇŵe en collaďoration avec Charles 
Gauquelin. Les eǆpériŵentations de recherche au LISBP pour produire les différents tǇpes d’enzǇŵe 
ont présenté leurs propres aléas. Les expérimentations électrochimiques réalisées au LGC étant 
complètement dépendantes des différentes campagnes de production / purification de 
l’hǇdrogénase, tous les ŵutants n’ont pas pu ġtre étudiés dans les ŵġŵes conditions. De même, la 
quantité d’enzǇŵe disponiďle est dépendante du rendement de production et purification ce qui 
induit des différences de concentrations entre chaque campagne. Afin de pouvoir comparer les 
(a) 
(b) 
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résultats des eǆpériŵentations électrochiŵiƋues réalisées avec des lots d’enzǇŵe différents, il a été 
nécessaire de définir un paramètre clé : soit la concentration en protéine, soit la concentration en 
centres Fe-S. Notons Ƌue ŵġŵe si les Ƌuantités d’enzǇŵes oďtenues à chaƋue caŵpagne de 
production / purification sont suffisantes pour les caractérisations biochimiques, elles sont plutôt 
faiďles pour l’étude électrochiŵiƋue, ce Ƌui nous a conduit à développer un dispositif pour 
concentrer l’enzǇŵe. 
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I. Les électrodes 
 
Les expériences ont été conduites avec un montage électrochimique classique à trois électrodes. 
1. Les électrodes de travail ȋnomenclature, traitement de surface…Ȍ 
 
Les électrodes de travail consistent en des coupons de différents tǇpes d’aciers : inoxydables (316L, 
304L) doux (S235JR). 
- Classification des aciers 
L’acier est un alliage essentielleŵent coŵposé de fer. Il eǆiste des aciers faiblement alliés et au 
contraire des aciers contenant plusieurs éléŵents d’alliage. La teneur en carbone a une influence 
significative sur les propriétés de l’acier, allié ou non. Pour une teneur en carbone comprise entre 
0,008% et 2,ϭ%, l’augŵentation de la teneur en carďone a tendance à aŵéliorer la dureté de l’alliage 
et à diminuer son allongement à la rupture. Les propriétés des aciers sont également modifiées en 
ajoutant d’autres éléŵents, principaleŵent ŵétalliƋues, on parle alors d’aciers alliés. 
Chaque pays a son ŵode de désignation des aciers. A titre d’eǆeŵple, les norŵes principaleŵent 
utilisées sont : la norme française AFNOR (Association française de Normalisation), la norme 
européenne NF EN 10020, la norme américaine AISI (American Iron Steel Institute). Ces normes sont 
développées en Annexe 2.  
Les aciers utilisés au cours de cette thèse sont des aciers non alliés (doux) et fortement alliés (aciers 
inoǆǇdaďlesͿ. Leurs noŵenclature et doŵaines d’utilisation sont précisés dans le Tableau 1 : 
AISI AFNOR 
EN 10027-
1 
EN 
10027-
2 
Classification 
des nuances 
qualités 
Domaines 
d’utilisation 
 E 24-2 S235JR 1.0037 Au carbone Peu cher 
Usage général, 
construction 
316L 
Z6CND17 12 
Z3CND17-11-02 
X2CrNiMo
17-12-2 
X2CrNiMo
N18-14-3 
 
1.4404 
1.4435 
Austénitique 
Très bonne 
résistance à la 
corrosion 
intergranulaire et 
en milieu chloruré 
et marin 
Chaudronnerie, 
tuyauterie pour 
l’industrie chiŵiƋue 
très agressive, 
construction navale 
Tableau 1 : Nomenclature des aciers utilisés dans cette thèse et leurs domaines d'applications. 
Le Tableau 2 donne les compositions massiques des aciers utilisés au cours  de ce travail. 
Alliage Ni C Mn Cu Si S P Mo Cr N 
S235JR - 0,17 1,4 0,55 - 0,03 0,03 - - 0,01 
316L 10,69 0,03 1,41 0,33 0,33 0,02 0,04 2,10 17,09 - 
Tableau 2 : Composition massique des différents types d'aciers utilisés. 
 
  Chapitre 2 – Matériel et méthodes - 
32 
 
- Traitement pré-expérimental 
Les coupons d’aciers ;cǇlindre de hauteur 1cm et de diamètre 2cm) sont enrobés dans une gaine 
thermo-rétractable (His-A 24/8 PO-X-BK de HellermannTyton), perŵettant d’avoir toujours la ŵġŵe 
surface en contact en solution de 3,14 cm². La connexion est assurée par une tige filetée de titane, 
également entourée de la gaine thermo-rétractable. 
Afin d’oďtenir des surfaces d’échantillons identiƋues et d’avoir des résultats comparables entre eux, 
les coupons d’aciers ont tous été polis de la ŵġŵe façon avec des papiers de SiC de granuloŵétrie 
croissante ;P80, Pϭ20, P500, P800, Pϭ000, P2ϰ00Ϳ jusƋu’à oďtenir une surface Ƌuasi ŵiroir où toutes 
les stries sont dans le ŵġŵe sens. Les coupons d’aciers sont ensuite rincés à l’eau distillée et séchés 
en absorbant les gouttes d’eau sur papier Kimtech. 
 
Figure 1 : CoupoŶs d’aĐieƌ polis jusƋu’au gƌaiŶ P2400. 
Les électrodes de travail sont préparées 24h avant le début des manipulations, pour toujours avoir la 
ŵġŵe épaisseur et organisation de couche d’oǆǇde forŵée à l’air liďre.  
 
2. Electrodes de référence et contre-électrodes 
 
Les électrodes de référence sont des électrodes au calomel saturée (ECS, Hg/Hg2Cl2/Cl
-) de Materials 
Mates Sentek. ��� ����2⁄ = Ͳ,ʹ5Ͳ � ���⁄  
Les contres-électrodes consistent en des grilles de platine (Pt, 10% Ir, de Goodfellow), reliées par un 
fil de platine. Elles sont préalablement ďrûlées à la flaŵŵe d’un ďec Bunsen jusƋu’à ce Ƌu’il n’Ǉ ait 
plus de coloration de la flamme (flamme bleue) afin d’éliŵiner les iŵpuretés. 
 
 
  
1 cm 
1 cm 
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II. Milieux 
 
1. Milieux de purification de l’enzyme 
 
L’hǇdrogénase de Clostridium acetobutylicum (Ca) a été purifiée et dosée au Laďoratoire d’Ingénierie 
des Systèmes Biologiques et des Procédés (LISBP), INSA, Toulouse. Charles Gauquelin a réalisé les 
ŵanipulations génétiƋues sur l’enzǇŵe, sa production et sa purification à l’INSA. En collaboration 
avec Charles Gauquelin, j’ai participé aux campagnes de production, purification et caractérisations 
biochimiques. 
La construction des mutants se fait dans Escherichia coli, puis l’eǆpression des gğnes se fait dans 
Clostridium acetobutilicum grâce aux gènes de maturation que cette bactérie présente. La 
purification par chromatographie par affinité se fait grâce à un marqueur en C-terminal (Strep tag II) 
et un linker fiǆé à l’enzǇŵe, qui doit être assez long pour permettre une flexibilité et donc une 
meilleure accessibilité et ainsi augmenter le taux de purification (Girbal et al. 2005; von Abendroth et 
al. 2008). 
- Production 
Quatre jours avant la récolte des cellules, des précultures de 30 mL de Ca, transformées avec le 
plasimde pPHhydA-C-Tag sont réalisées, permettant la surproduction de HydA-Strep-tag (Girbal et al. 
2005). Cette partie de la production a été réalisée par Charles Gauquelin pour l’hǇdrogénase native 
et les mutants. Le maintien des conditions anaérobies tout au long du processus est indispensable à 
la croissance de Ca. La composition du milieu de culture de volume 1,5 L dans lequel les cellules vont 
être inoculées est reportée dans le Tableau 3. 
Composants Concentration 
Glucose 60 g/L 
NH4Cl 1,5 g/L 
K2HPO4 0,5 g/L 
KH2PO4 0,5 g/L 
MgSO4, 7H2O 0,2 g/L 
Tableau 3 : Composition du milieu de culture. 
Le milieu de culture est inséré dans un fermenteur et est dégazé pendant 30 minutes avec une 
vitesse d’agitation de ϯ00 rpŵ. Lorsque la température atteint 50°C, les composants présentés dans 
le Tableau 4 sont injectés en les filtrant à 0,2 µM. 
Composants Concentration (mg/L) 
Mix 60 
FeSO4 100 
NiCl2 6 
ZnSO4 120 
Acide nitroloacétique 400 
Acide para-aminobenzoïque(PABA) 8 
Biotine 0,08 
Tableau 4 : Composants ajoutés lorsque la température atteint 50°C. 
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Pour la nuit, le dégazage en azote est maintenu mais simplement en surface, à flux faible et 
l’agitation est arrġtée.  
Le lendeŵain, l’agitation est relancée à une vitesse de ϯ00 rpŵ et la teŵpérature est fiǆée à ϯϳ°C 
(température optimale de croissance de Clostridium acetobutylicumͿ. De l’erǇthroŵǇcine, un 
antibiotique, est alors ajouté dans le milieu de culture à 40 µg/mL. Après 30 minutes de stabilisation 
un échantillon du milieu est prélevé qui servira par la suite de blanc au spectrophotomètre pour 
l’analyse de la densité optique (DO) du milieu inoculé. Lorsque la DO des pré-cultures atteint une 
valeur comprise entre 1 et 2, les pré-cultures sont alors inoculées dans le fermenteur de façon à 
obtenir une DO finale dans le fermenteur de 0,2 (correspondant généralement à un volume de 150 à 
160 mL de pré-culture). Le pH au cours de la ferŵentation doit ġtre régulé, puisƋu’au cours de la 
croissance des cellules de C.acetobutylicum, le pH s’acidifie. Le pH optimum de croissance de la 
bactérie étant de 6,3, il est maintenu tout au long de la fermentation. La DO est suivie au cours du 
temps en prélevant régulièrement des échantillons du milieu et lorsque la DO mesurée dans le 
fermenteur atteint une valeur de 2, les cellules peuvent être récoltées.  
- Récolte des cellules 
La température du fermenteur est fixée à 10°C pendant 30 à 45 minutes. Les cellules sont 
transvasées par pompage dans une ďouteille préalaďleŵent dégazée à l’hǇdrogğne pendant ϯ0 
minutes et lavées avec un tampon contenant : du Tris(hydroxyméthyl) amino méthane – HCl (Tris-
HCl) 0,1 M pH7,6, du glycérol 10% et du dithionite 10 mM, le dithionite assurant des conditions 
anaéroďies en réduisant les éventuelles traces d’oǆǇgğne. Lorsque les cellules ont toutes été 
transvasées dans la bouteille, le bullage d’hǇdrogğne est arrġté et les tuǇauǆ sont ferŵés à l’aide de 
pinces clamp. La suite de la récolte des cellules est réalisée en boîte à gants (BAG). 
La solution est alors divisée dans des falcons de 50 mL et s’ensuit deuǆ tours de centrifugations à 
9000 rpm pendant 10 minutes et à 4°C (Figure 2). A chaque tour, les surnageants sont jetés et les 
culots conservés. Au deuxième tour de centrifugation, chaque culot est lavé avec 8 mL de tampon 
Tris-HCl 0,1 M pH7,6, glycérol 10%,  dithionite 2 mM. Tous les culots lavés sont regroupés en deux 
demi-batchs de 25 mL, aliquotés dans une fiole anaérobie sertie sous hydrogène. 
 
     
 
 
 
 
Figure 2 : Etapes de centrifugation lors de la récolte des cellules. 
Tour 1 
9000rpm, 10 min 
Culture  Culots récupérés et lavés 
avec tampon le Tris-HCl  
0,1 M pH7,6, glycérol 10%,  
dithionite 10 mM 
Tour 2 
9000rpm, 10 min 
Culots récupérés et lavés 
avec le tampon Tris-HCl  
0,1 M pH7,6, glycérol 10%,  
dithionite 2 mM 
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A la fin de cette étape, il est possible de conserver les demi-batchs à -80°C pour les stocker. Cette 
étape de congélation n’est pas censée dégrader les hǇdrogénases. 
 
- Purification et obtention de l’hydrogénase 
La purification de l’enzǇŵe se fait en BAG. 
Etape 1 : Préparation de la solution enzymatique pour la purification 
Avant de passer à l’étape de purification par chroŵatographie, il est nécessaire d’éliŵiner un noŵďre 
iŵportant de déďris cellulaires, d’ADN, de protéines… Pour cela, une preŵiğre étape de lǇse par 
sonication est effectuée sur les cellules préalablement récoltées dans les demi-batch de 25 mL. Cette 
étape consiste à rompre les parois cellulaires et les membranes en faisant subir aux cellules 4 
sonications successives de 30 secondes dans la glace, avec un temps de repos de 2 minutes entre 
chaƋue étape de lǇse. Les acides riďonucléiƋues sont ensuite précipités par l’ajout de ϰ00 µL de 
solution Tris-HCl 0,1 M, NaCl 0,15 M et streptomycine sulfate 200 mg/mL. Pour éliminer les débris 
cellulaires et l’ADN, une centrifugation à ϵ000 rpŵ pendant 5 ŵin est effectuée. Le culot est alors 
jeté et le surnageant – contenant l’hǇdrogénase – conservé. 
Un volume de 2 mL de solution tampon Tris-HCl 0,1 M, NaCl 0,15 M en présence de 2 mg/mL 
d’avidine est ajoutée à la solution enzymatique récupérée après centrifugation, l’avidine étant une 
protéine Ƌui se fiǆe à l’hǇdrogénase et Ƌui perŵettra ensuite la fiǆation sur la colonne de purification. 
Les solutions sont réunies et incubées pendant 30 minutes dans la glace. La solution enzymatique est 
par la suite diluée avec 50 mL de tampon Tris-HCl 0,1 M pH8, NaCl 0,15 M et dithionite 2 mM, puis 
filtrée.  
Etape 2 : puƌifiĐatioŶ paƌ Đhƌoŵatogƌaphie suƌ ĐoloŶŶe d’affiŶité 
La colonne de purification a été préparée au préalable, en dehors de la BAG, par Charles Gauquelin. 
En BAG, elle est purgée pendant 50 ŵin à l’eau ŵilliQ puis éƋuiliďrée avec le taŵpon de ďase : Tris-
HCl 0,1 M pH8, NaCl 0,15 M. La colonne est ensuite chargée en solution enzymatique et  lavée avec 
50 mL de tampon de base (Tris-HCl 0,ϭ M pH8, NaCl 0,ϭ5 MͿ afin d’éliŵiner les protéines non 
accrochées à la colonne. L’hǇdrogénase est ensuite éluée en rinçant la colonne par le taŵpon Tris-
HCl qui contient 2,5 mM de desthiobiotine à un débit de 1,66 mL/min. Tous les 2,5 mL, une fraction 
est récupérée. L’activité enzǇŵatiƋue de chaƋue fraction est ensuite mesurée afin de déterminer et 
de sélectionner les fractions à fort tauǆ d’hǇdrogénase. Une fois la sélection réalisée, 2 mM de 
dithiothréitol (DTT) est ajouté aux solutions enzymatiques, le DTT étant un agent réducteur 
permettant d’éliminer les traces éventuelles en oxygène. 
Les fractions d’intérġt contenant de l’hǇdrogénase sont alors divisées en aliƋuots de 200 à 250 µL, 
serties en ďoîte à gants, aprğs avoir reŵplacé le ciel gazeuǆ des aliƋuots par de l’H2 pur. Les fractions 
peuvent être conservées à -80°C. Les enzymes ont finalement été gardées à +4°C plutôt que -80°C, 
car la congélation / décongélation entraînait une perte iŵportante de l’activité enzǇŵatiƋue. 
Ainsi, durant la purification de l’hǇdrogénase, des produits chiŵiƋues sont ajoutés en faible 
concentration afin de purifier la protéine sous sa forme active. En fin de processus, l’hǇdrogénase se 
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retrouve dans un milieu Tris-HCl 0,ϭ M pH8 avec 2 ŵM de dithiothréitol ;DTTͿ, 2 ŵM d’hǇdrosulfite 
de sodium (aussi nommé dithionite de sodium) et 2,5 mM de desthiobiotine. 
- Dosage de l’activité enzymatique 
L’activité enzǇŵatiƋue de l’hǇdrogénase purifiée a été réalisée dans le sens de consoŵŵation de l’H2 
(Lautier et al. 2011; von Abendroth et al. 2008),et ce, juste après la purification, puis également juste 
avant les tests électrochimiques. La techniƋue consiste à suivre l’aďsorďance à une longueur d’onde 
de 560 nm pendant 600 secondes. La solution enzymatique est mélangée dans une cuve pour 
spectrophotoŵétrie à 2 ŵM de DTT ;agent assurant la pérennité de l’enzǇŵeͿ et 0,ϭ M de Tris-HCl. 
Lorsque le test se fait dans le sens de la consoŵŵation de l’hǇdrogğne, le gaz (H2) est mis à buller 
dans la cuve. Le ŵéthǇlviologğne Ƌui est un ŵédiateur redoǆ assurant les échanges d’électrons avec 
l’hǇdrogénase pour les tests d’activité est alors ajouté à une concentration de 20 mM. Le 
méthylviologène est au départ dans son état oxydé et est transparent. La consommation de 
l’hǇdrogğne par l’enzǇŵe conduit à la formation de méthylviologène réduit selon la Figure 3. Le 
méthylviologène étant  bleu sous sa forme réduite, le suivi de l’aďsorďance au cours du teŵps 
permet donc de déterŵiner l’activité spécifiƋue de l’enzǇŵe.  
 
Figure 3 : Réactions ayant lieu dans la cuve pour spectrophotométrie 
 
- Détermination de la masse de l’enzyme 
Pour déterminer la masse des enzymes produites au cours de cette thèse, des électrophorèses sur 
gel SDS-PAGE sont pratiƋuées. L’électrophorèse SDS-PAGE (électrophorèse sur gel de polyacrylamide 
contenant du dodécysulfate de sodium) est une technique consistant à faire migrer des protéines 
dans un gel, sous l’influence d’un chaŵp électriƋue, perŵettant ainsi leur séparation. 
L’ajout de SDS ;dodécǇlsulfate de sodium) dénature les protéines : le SDS se lie à la protéine, 
empêche son repliement et lui confère une charge négative. Ainsi, les protéines sont toutes chargées 
négativeŵent en présence du SDS et vont toutes ŵigrer vers l’anode. Le poids ŵoléculaire des 
protéines est alors le seul facteur de leur séparation. Plus les protéines auront un petit poids 
moléculaire, plus elles migreront loin ;en direction de l’anodeͿ.  
Un composé dénaturant (le β-mercaptoéthanol) est préalablement ajouté aux fractions à analyser 
dans les proportions suivantes : 20 µL de la fraction à analǇser avec 5 µL de β-mercaptoéthanol. Ce 
composé a pour but de réduire les ponts disulfures unissant les différentes sous-unités 
oligomériques. Après migration, les bandes correspondent alors aux différentes sous-unités. Cette 
étape perŵet de vérifier Ƌue la solution enzǇŵatiƋue n’est pas polluée par d’autres protéines Ƌue 
l’hǇdrogénase, l’hǇdrogénase étant ŵonoŵériƋue, une seule ďande doit apparaître sur le gel.  
Les fractions sont alors chauffées pendant 5 min à 100 °C et homogénéisées par une centrifugation 
rapide. Les échantillons sont déposés dans les casses du gel de la façon suivante : 
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Figure 4 : Ordre de déposition sur le gel des différentes solutions 
Les échantillons récupérés avant et pendant la purification correspondent à des solutions prélevées à 
des étapes clés lors de la purification et perŵettent de contrôler l’éliŵination des divers éléments 
;déďrits cellulaire, acide riďonucléiƋue, ADN, protéines autres Ƌue l’hǇdrogénase…Ϳ à chaque étape 
et surtout de contrôler s’il Ǉ a perte d’hǇdrogénase lors d’une de ces étapes : 
- 1 : Echantillon prélevé juste après sonication : échantillon contenant l’hǇdrogénase, les 
déďrits cellulaires, ADN… 
- 2 : Echantillon prélevé après la centrifugation : échantillon contenant l’hǇdrogénase dans 
lequel les débrits cellulaires, acides ribonucléiques, etc ont été enlevés.  
- 3 : Echantillon de la solution aprğs ajout d’avidine : échantillon contenant l’hǇdrogénase et 
d’autres protéines 
- 4 : Echantillon de la solution envoyée dans la colonne : échantillon contenant l’hǇdrogénase 
et d’autres protéines 
- 5 : Echantillon prélevé lors du lavage de la colonne de purification pour éliminer les 
protéines non fixées : échantillon contenant toutes les protéines autres Ƌue l’hǇdrogénase 
L’électrophorğse peut alors ġtre lancée pendant au ŵoins ϭ heure à ϭ00 V. LorsƋue les protéines ont 
bien migré, le gel est rincé et coloré au bleu de Coomassie pendant toute une nuit pour marquer les 
bandes correspondant aux diverses protéines.  
Pour exemple, un gel SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie obtenu pour la purification de 
l’hǇdrogénase HϵϯC est reporté en Figure 5. 
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Figure 5 : Gel SDS-PAGE type, coloré au bleu de Coomassie : détermination de la masse de l'enzyme H93C 
- Détermination de la concentration de l’enzyme 
La concentration de l’enzǇŵe dans l’aliƋuot est déterŵinée à l’aide de la ŵéthode de Bradford, 
ŵéthode d’analǇse par spectrophotométrie. Par dosage coloriŵétriƋue en présence d’un réactif Ƌui 
se colore plus ou moins selon la concentration en protéine, il est possible de déterminer la 
concentration en hǇdrogénase. La ŵéthode consiste à coŵparer l’aďsorďance oďtenue pour les 
solutions enzymatiques à une gamme étalon, pour laquelle on connaît la relation absorbance / 
concentration. La gaŵŵe étalon est préparée à l’aide d’albumine sérique bovine (BSA). Pour des 
concentrations variaďles et connues en BSA, l’aďsorďance en présence du réactif est ŵesurée. Une 
relation linéaire entre la concentration et l’aďsorďance peut alors ġtre étaďlie. 
Comme la méthode de Bradford est linéaire sur un intervalle étroit, généralement compris entre 2 
µg/mL à 120 µg/mL, il est nécessaire de faire des dilutions préliminaires des solutions enzymatiques. 
L’aďsorďance est ensuite ŵesurée en présence du réactif, et la concentration est alors déduite à 
l’aide de la gaŵŵe étalon.  
 
2. Milieux utilisés pour l’étude électrochimique 
 
La solution tampon utilisée pour les tests de corrosion menés au cours de cette thèse est une 
solution de Tris(hydroxyméthyl) aminométhane (Tris-HCl) à 0,1 M pH7. Ce choiǆ d’un pHϳ est un 
compromis entre les pH du procédé de purification égal à 8 et 6.3 qui est le pH optimal de 
fonctionnement des hydrogénases dans le sens de la production d’hǇdrogğne. Ce pH optimal a été 
identifié dans le cas de l’hǇdrogénase I de Clostridium pasteurianum (CpI) (Adams & Mortenson 
1984). La concentration en chlorure est fixée à 0,1 M.  
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Dans des travaux précédents, des expérimentations de corrosion ont été conduites en solution 
tampon phosphate (Mehanna et al. 2008). Afin de pouvoir apporter des réponses complémentaires 
sur le fonctionneŵent de l’hǇdrogénase en présence d’un ŵatériau conducteur, ƋuelƋues 
expérimentations ont également été conduites en solution tampon phosphate 10 mM à pH 7. 
 
III. Montage expérimental 
 
Les expériences ont été conduites dans des cellules électrochimiques de 70 mL (Metrohm). Le 
montage utilisé est un montage à trois électrodes : une électrode de travail en acier, une électrode 
de référence ECS et une contre-électrode en platine placée au fond de la cellule. Les électrodes sont 
plongées dans 0,1 M pH7 Tris-HCl contenant 0,1 M Cl-. Les cellules électrochimiques sont fermées 
hermétiquement et la température est maintenue à 25°C dans un preŵier lot d’eǆpériences puis à 
ϯϳ°C ;teŵpérature optiŵale de fonctionneŵent de l’enzǇŵeͿ à l’aide d’un ďain-marie. Un bullage 
continu d’azote (humide pour ne pas assécher le milieu) a permis de travailler en anaérobiose. Le 
ďullage d’azote a été ŵaintenu en solution pendant une heure avant le démarrage des 
eǆpériŵentations électrochiŵiƋues. Une fois la désoǆǇgénation effectuée, les coupons d’aciers ont 
été plongés dans la solution et le fluǆ d’azote est alors maintenu dans le ciel du réacteur tout au long 
des expérimentations électrochimiques. Généralement, après 1h15 de stabilisation des paramètres 
électrochiŵiƋues les solutions contenant l’hǇdrogénase ou les solutions contrôles ont été injectées à 
l’aide d’une seringue Hamilton étanche aux gaz, préalablement désoxygénée. Dans un premier 
teŵps, les solutions d’hǇdrogénase et solutions contrôles ont été injectées dans tout le volume de la 
cellule électrochimique (60 mL), montage représenté en Figure 6.  
 
Figure 6 : Schéma du montage expérimental. 
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Dans un second temps, un ŵontage eǆpériŵental perŵettant de concentrer l’hǇdrogénase au 
voisinage de l’électrode de travail a été conçu, en utilisant une ŵeŵďrane tuďulaire ferŵée de 
cellulose régénérée (plus simplement nommée sac de dialyse) (Figure 7).  
 
 
Figure 7 : Schéma du montage expérimental avec sac de dialyse 
La porosité du sac de dialyse (MWCO : 12000-14000) a été choisie de sorte que les hydrogénases 
restent à l’intérieur du sac de dialǇse, tandis Ƌue les autres ŵolécules en solution peuvent traverser 
la ŵeŵďrane ;en particulier les petites ŵolğcules additionnelles présentes avec l’hǇdrogénase : DTT, 
dithionite et desthiobiotine). Dans ce second montage, les solutions d’hǇdrogénases et contôles ont 
ainsi été injectées dans le sac de dialyse contenant 6 mL de solution Tris-HCl 0,1 M pH7, permettant 
de concentrer la Ƌuantité d’hǇdrogénase au voisinage de l’électrode de 10 fois, comparativement au 
premier montage. 
Les photographies des deux types de montage sont reportées en Figure 8. 
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Figure 8: Photographies des deux types de montages (a) Montage 1, cellule électrochimique (b) Montage 2, avec sac de 
dialyse, (c) Ensemble sac de dialyse et électrode de travail. 
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IV. Méthodes électrochimiques applicables à la CIM 
 
1. Mesures électrochimiques 
 
Les ŵesures électrochiŵiƋues sont réalisées à l’aide de ŵulti-potentiostats (modèle VMP1, VMP3, ou 
VSP de Bio-Logic) pilotés par le logiciel EC-lab, version 9.20 et le montage global est reporté en Figure 
9. 
 
Figure 9: Montage expérimental global. 
Le protocole eǆpériŵental diffğre selon la nature de l’acier ;inoǆǇdaďle ou douǆͿ. En effet la ŵesure 
de la résistance de polarisation par polarisation linéaire n’a pas de sens pour l’acier inoǆǇdaďle, étant 
donné la présence d’un filŵ passivant ;couche d’oǆǇdesͿ et peut surtout conduire à des erreurs 
d’interprétation. De la ŵġŵe ŵaniğre, la courďe de polarisation pour caractériser le phénomène de 
piƋûre n’a pas lieu d’ġtre pour l’acier douǆ puisƋue la piqûre correspond à la rupture de la couche 
passive. 
- Techniques non destructives 
 
Mesure du potentiel mixte de corrosion (Ecorr) 
Avec cette ŵéthode, aucun potentiel ou courant n’est iŵposé, il s’agit siŵpleŵent de ŵesurer le 
potentiel de corrosion liďre de l’électrode de travail grâce à une électrode de référence au cours du 
temps. Ainsi, la mesure du potentiel de corrosion libre correspond à une différence de potentiel 
entre l’électrode de travail et l’électrode de référence. Le potentiel ŵiǆte de corrosion est aussi 
appelé potentiel d’aďandon ou encore open-circuit potential (Eoc). Une variation du potentiel mixte 
de corrosion peut avoir comme origine une modification de la réaction de réduction (cathodique) ou 
de la réaction d’oǆǇdation ;anodiƋueͿ ou encore un phénoŵğne de passivation.  
L’hǇdrogénase est supposé accélérer la réaction cathodiƋue. Sur acier inoǆǇdaďle, au vu des 
conditions expérimentales utilisées, le courant anodique est limité du fait de la présence d’une 
couche passive protectrice (Figure 10 (a)). Une augmentation de la cinétique de la réaction 
cathodiƋue conduit alors à un déplaceŵent du potentiel d’aďandon vers des potentiels plus positifs. 
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Sur acier doux, le courant anodique correspond à la dissolution du métal et la branche anodique est 
exponentielle (Figure 10 (b)). Une augmentation de la cinétique de la réaction cathodique conduit 
égaleŵent à une augŵentation du potentiel d’aďandon, le courant anodiƋue et cathodique étant 
égaux à Eoc. 
 
 
Figure 10 : Effet théorique d'une catalyse de la réaction de réduction sur le potentiel d'abandon 
(a) de l'acier inoxydable, (b) de l'acier doux. En vert : courbe anodique, en rouge : courbe cathodique. Eoc 1 : potentiel 
d’aďaŶdoŶ saŶs Đatalyse, Eoc 2 : poteŶtiel d’aďaŶdoŶ aveĐ Đatalyse 
 
Mesure du potentiel redox 
Cette technique permet de mesurer le potentiel des espèces oxydo-réductrices en solution aux 
conditions d’éƋuiliďre ;courant nulͿ et est généraleŵent ŵesuré sur platine. La valeur de ce potentiel 
donne des informations sur la corrosivité du milieu et plus particulièrement sur la variation de la 
concentration en oxygène, en mesurant simultanément le pH. Cette technique est une technique 
très utilisée en biologie et microbiologie mais très peu en électrochimie puisque le potentiel mesuré 
correspond à un potentiel global. Aucune information concernant les mécanismes de corrosion, ou 
encore la vitesse de corrosion n’est déterŵinée par cette ŵéthode. 
Résistance de polarisation 
La méthode de la résistance de polarisation consiste à imposer une faible polarisation autour du 
potentiel de corrosion (le plus souvent de -10 à +10 mV par rapport à Ecorr) et de mesurer le courant 
résultant I. 
Wagner et Traud  ont observé empiriquement que la pente de la courbe de polarisation au voisinage 
du potentiel de corrosion (dE/dj) est inversement proportionnelle à la vitesse de corrosion 
(proportionnelle à jcorr) et correspond à une résistance dite de polarisation (Rp) (Wagner & Traud 
1938). En 1957, Stern et Geary ont démontré la relation entre Rp et jcorr  (Stern & Geary 1957). 
D’aprğs l’éƋuation de Butler-Volmer, autour du potentiel de corrosion libre Ecorr (domaine 
d’activationͿ, l’éƋuation correspondant à la courďe de polarisation s’écrit : � = �� + �� = ��௢��  {exp [���ܨ�� ሺ� − ��௢��ሻ] − exp [−���ܨ�� ሺ� − ��௢��ሻ]} Eq. 1.  
 
(a) (b) 
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où αa et αc sont respectivement les coefficients de transferts de charges anodique et cathodique 
(inversement proportionnels aux coefficients de Tafel βa et βc), jcorr représente la densité de courant 
de corrosion dans les conditions d’étude et Ecorr le potentiel de corrosion. 
ߚ� = �����ܨ     ��    ߚ� = �����ܨ Eq. 2. 
  
La dérivée en potentiel ;dj/dEͿ de l’Eq. 1. donne : ݀�݀� = ��௢�� {��ܨ�� exp [��ܨ�� ሺ� − ��௢��ሻ] + ��ܨ�� exp [−��ܨ�� ሺ� − ��௢��ሻ]} 
 
Eq. 3. 
Au potentiel de corrosion, c’est-à-dire à (E-Ecorr) = 0, le terme exponentiel est égal à un et par 
analogie avec la loi d’Ohŵ, on peut eǆpriŵer la résistance de polarisation Rp. (݀�݀�)����� = ��௢�� ( 1ߚ� + 1ߚ�) =  ��௢�� (ߚ� + ߚ�ߚ�ߚ� ) = 1�௣ Eq. 4. 
 �௣ = ߚ�ߚ���௢��ሺߚ� + ߚ�ሻ Eq. 5. 
 
La mesure de la résistance de polarisation Rp ne prend que quelques minutes et permet alors une 
détermination instantanée et non destructive de la vitesse de corrosion, à travers l’éƋuation de 
Stern-Geary (Stern & Geary 1957) : ��௢�� = ��௣ Eq. 6. 
 
Ainsi, plus la résistance de polarisation est faible, plus la vitesse de corrosion est grande. 
Pour des pentes βc de ϭ20 ŵV ou l’infini, et des pentes βa de ϰ0 à ϲ0ŵV, B ne peut varier Ƌu’entre ϭϯ 
et 26mV. Même sans connaître exactement βa et βc, on ne fait pas d’erreur grossiğre en utilisant un B 
« conventionnel » de 20mV. Tout au long de notre travail, une simple évaluation des évolutions des 
1/Rp de façon qualitative et non quantitative a été réalisée. 
La déterŵination de la vitesse de corrosion instantanée à l’aide de la résistance de polarisation 
présente tout de ŵġŵe des liŵites d’utilisation. Si l’on recherche la précision, l’éƋuation de Stern-
GearǇ n’est applicaďle Ƌu’en situation d’activation. L’étape liŵitante doit ġtre le transfert 
d’électrons. Si le phénoŵğne de corrosion est limité par la diffusion (formation de biofilms, couche 
épaisse de produits de corrosion, passivationͿ alors la ŵéthode de la résistance de polarisation n’est 
plus applicaďle pour la déterŵination de la vitesse de corrosion généralisée. Elle n’est pas non plus 
applicable aux phénomènes de corrosion localisée. En cas de contrôle mixte faisant appel à la 
correction de Levich, B n’est plus calculaďle (Crolet 1990). B dépend alors de jcorr/jlim. 
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Sur acier doux, les voltaŵŵétries ont été réalisées autour du potentiel d’aďandon de Eoc à -20 mV/Eoc 
à +20 mV/Eoc, le tout à une vitesse de balayage de 0,167 mV/s (vitesse de balayage couramment 
employée pour des études de corrosion).  
 
Impédance électrochimique  
Pour réaliser des ŵesures d’iŵpédance, il faut le plus souvent un ŵontage à trois électrodes. Un 
montage à deux électrodes est possible mais les résultats sont plus difficilement interprétables. La 
spectroscopie d’iŵpédance consiste à appliƋuer un signal alternatif superposé à un potentiel 
stationnaire. Le plus souvent le signal imposé est une tension sinusoïdale E(t) pour lequel la réponse 
oďtenue à l’électrode Ƌui se trouve à l’état stationnaire est un courant sinusoïdal I;tͿ avec un 
déphasage ϕ et de faiďle aŵplitude I°. Les signauǆ d’entrée et de sortie peuvent s’écrire, 
respectivement, de la manière suivante : �ሺ�ሻ = �° expሺ���ሻ Eq. 7. ܫሺ�ሻ = ܫ° expሺ��� +  �ሻ Eq. 8. 
Où ω est la fréƋuence radiale. L’iŵpédance ŵesurée ) est généraleŵent un noŵďre coŵpleǆe avec 
une partie réelle ;Re;)Ϳ ou )’ ou Zr) et une partie imaginaire (Im(Z) ou Z ͚’ ou Zj). � = �′ + ��′′ = �ܫ  Eq. 9. 
 
Cette ŵéthode perŵet de tirer des inforŵations sur des phénoŵğnes proches de l’état stationnaire 
qui ne peuvent pas être mesurés par des courbes de polarisation classiques. En faisant varier les 
fréquences, il est possible de séparer les phénoŵğnes Ƌui ont lieu à l’interface suivant leur rapidité. 
La modélisation des signaux recueillis se fait par analogie avec un circuit électrique (composé de 
résistances, bobines inductives et condensateursͿ. Un des avantages de cette ŵéthode est Ƌu’elle est 
non destructive et Ƌu’elle peut se faire pendant le phénoŵğne de corrosion. Cette ŵéthode présente 
tout de ŵġŵe des liŵites d’utilisation : 
-  il faut être dans un système linéaire : en électrochiŵie, lorsƋu’une variation de potentiel est 
imposée, il y a rarement linéarité. Pour pouvoir être dans des conditions de linéarité, il faut 
se mettre sur une très petite portion conduisant à une pseudo-linéarité. Ceci se fait par 
l’utilisation d’un signal de petite amplitude, classiquement de 10 mV mais souvent inférieur à 
20 mV. Au-delà de cette aŵplitude, la linéarité n’est généraleŵent plus oďservée. 
- Il faut ġtre à l’état stationnaire : même si la technique est non destructive, si la durée de 
l’eǆpérience est trop longue, il peut Ǉ avoir des variations de paraŵğtres coŵŵe l’adsorption 
d’iŵpuretés, la forŵation d’une couche d’oǆǇdes, un changeŵent de teŵpérature… Afin 
d’éliŵiner les doutes sur la réelle signification des résultats oďtenus lors de l’eǆpérience, il 
est nécessaire de vérifier la répétabilité de celle-ci. 
- Les signauǆ recueillis sont souvent coŵpleǆes et peuvent s’interpréter par de ŵultiples 
manières. 
En CIM, la spectroscopie d’iŵpédance est souvent utilisée pour reŵonter à la résistance de 
polarisation. 
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Les ŵesures d’iŵpédance ont été réalisées avant injection, puis 5h et 2ϰh aprğs l’injection des 
solutions d’hǇdrogénase et solutions contrôles. Les diagraŵŵes d’iŵpédance ont été oďtenus en 
appliquant différents potentiels, avec un domaine de fréquence de 100 kHz à 10 mHz par décade et 
une amplitude de 10 mV. Les diagraŵŵes d’iŵpédance ont été ŵodélisés à l’aide du logiciel EC-
lab©. 
Mesure du bruit électrochimique 
Les mesures de bruit électrochimique sont plus adaptées aux phénomènes de corrosion localisée et 
permettent de suivre les fluctuations spontanées de potentiel ou de courant en fonction du temps. 
En théorie, plus la fréƋuence et l’aŵplitude des fluctuations de potentiel sont grandes, plus le 
nombre de processus participant au phénomène de corrosion est important.  
Toutes ces techniques sont des techniques électrochimiques non-destructives, c’est pourƋuoi elles 
sont souvent privilégiées lors de l’étude du processus de corrosion. Des techniƋues destructives, Ƌui 
détruisent ou modifient l’état de surface de l’électrode travail, perŵettent toutefois d’apporter des 
réponses complémentaires aux techniques non-destructives. Ces techniques ne peuvent être 
répétées dans le temps, si le ďut recherché est d’étudier le processus de corrosion. Il est donc 
préféraďle d’utiliser ces techniƋues à la fin de l’étude électrochiŵiƋue, et lorsque aucune autre 
analǇse ;de surface, de ŵilieuͿ n’est prévue par la suite. 
 
- Techniques destructives 
 
Courbes de polarisation 
Pour tracer les courbes de polarisation, il faut un potentiostat et un montage à trois électrodes où 
l’électrode de travail est l’oďjet de l’étude. La contre-électrode permet le passage du courant et 
l’électrode de référence perŵet de ŵesurer une différence de potentiel entre l’électrode de travail 
et l’électrode de référence, où l’électrode de référence a un potentiel staďle et ďien défini. Un tel 
dispositif ne permet pas la mesure des courbes de polarisation individuelles (anodique et 
cathodique) mais de la courbe de polarisation globale (Figure 11). 
Les courbes de polarisation sont obtenues en imposant un balayage en potentiel (potentiostatique), 
la réponse en courant I étant déterminée pour un potentiel donné E, ou bien en courant 
;galvanostatiƋueͿ, la réponse en potentiel E étant ŵesurée. Connaissant l’aire de l’électrode, la 
densité de courant j est ensuite calculée. L’inconvénient de cette ŵéthode est Ƌu’elle ŵodifie 
considéraďleŵent l’état de surface du ŵatériau lors de la ŵesure. 
La vitesse de la réaction aǇant lieu à la surface de l’électrode ;et donc le courant IͿ est dépendante de 
plusieurs facteurs. Dans le cas d’un régiŵe d’activation pure, le contrôle se fait par transfert de 
charge. Dans le cas d’un régiŵe diffusionnel, la vitesse de la réaction est liŵitée par le transport de 
ŵatiğre. Il eǆiste aussi un régiŵe dit ŵiǆte, où l’activation et la diffusion sont liŵitantes. 
Les deux réactions, anodique et cathodique suivent une loi exponentielle pure. 
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L’Eq. 1. correspond à la courbe de polarisation, d’aprğs l’éƋuation de Butler-Volmer, autour du 
potentiel de corrosion libre Ecorr ;doŵaine d’activationͿ. 
 
 
Figure 11 : Schéma théorique de la courbe de polarisation j=f(E). 
Pour des faiďles surtensions ;doŵaine d’activation, ŵais tout de ŵġŵe assez éloigné de Ecorr pour 
n’avoir Ƌu’une seule contriďution, cathodiƋue ou anodiƋueͿ, les courbes de polarisation sont 
approǆiŵées coŵŵe étant linéaires et s’eǆpriŵent selon les relations de Tafel suivantes : 
 
Côté anodique :      ln �� = ln ��௢�� + ଵ�� ሺ� − ��௢��ሻ 
 
Eq. 10. 
Côté cathodique :  ln| ��| = ln ��௢�� − ଵ�� ሺ� − ��௢��ሻ, 
 
Eq. 11. 
 
Ou encore :  
Côté anodique :      logଵ0 �� = logଵ0 ��௢�� + ଵ2,ଷ�� ሺ� − ��௢��ሻ 
 
Eq. 12. 
Côté cathodique :  logଵ0| ��| = logଵ0 ��௢�� − ଵ2,ଷ�� ሺ� − ��௢��ሻ, 
 
Eq. 13. 
 
Les droites de Tafel (Figure 12Ϳ perŵettent d’accéder assez siŵpleŵent auǆ données caractéristiƋues 
de la corrosion  à partir des courbes de polarisation comme le potentiel de corrosion Ecorr, le courant 
de corrosion Icorr, les coefficients de Tafel βa et βc et donc aux coefficients de transferts de charges 
anodiques et cathodiques αa et αc. 
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Figure 12 : Droites de Tafel log|j|=f(E). 
Sur acier inoxydable, des courbes de polarisation ont été réalisées en imposant un balayage en 
potentiel à une vitesse de 0,5 mV/s et allant de +0,02 V/Eoc à -0,3 V/Eoc. Il a été décidé de réaliser des 
voltammétries plutôt cathodique et très peu anodique pour entraîner le moins de modification de 
surface possible au cours de ces mesures. 
Sur acier douǆ, les courďes de polarisation ont été réalisées en fin d’eǆpériŵentation pour éviter 
toute ŵodification de surface au cours des 2ϰ heures d’iŵŵersion. Un ďalaǇage en potentiel est 
imposé à une vitesse de 0,5 mV/s et allant +0,02 V/Eoc à -0,2 V/Eoc. 
 
Courbes  de polarisation pour caractériser le phénomène de piqûre 
Cette techniƋue perŵet d’évaluer la résistance du ŵatériau à la corrosion localisée. Il est adŵis Ƌue 
les piqûres deviennent stables pour un courant atteignant 0,1 mA. Ainsi, le balayage en potentiel se 
fait avec une vitesse lente de l’ordre de ϭ0 ŵV/ŵin, depuis le potentiel de corrosion liďre ;ou encore 
potentiel d’aďandonͿ jusƋu’à atteindre un courant de 0,ϭ ŵA. 
Pour l’interprétation des données, il faut raisonner en courant I et non en densité de courant j, car le 
courant oďtenu est relatif à la surface de la piƋûre et non à la surface totale de l’électrode de travail. 
Le potentiel de piqûre peut se déterminer de deux façons : 
- Soit celui-ci correspond au potentiel obtenu lors de la montée brutale du courant (Epiq 1 sur la 
Figure 13). 
- Soit celui-ci correspond au potentiel obtenu pour un courant de 0,1 mA (Epiq 2 sur la Figure 
13). 
Lorsque le courant de 0,1 mA est atteint, le sens du balayage est inversé. Lors du balayage 
retour, l’hǇstérésis ŵarƋue la propagation puis la repassivation des piqûres. De la même manière 
que pour le potentiel de piqûre, le potentiel de repassivation peut se déterminer de deux 
manières : 
- Soit celui-ci correspond au potentiel obtenu lorsque la courbe de retour chute (Erep 1 sur la 
Figure 13). 
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- Soit celui-ci correspond au potentiel obtenu lorsque la courbe de retour croise la courbe 
d’aller ;Erep 2 sur la Figure 13). 
Le potentiel de piqûre dépend de la vitesse de balayage et est un processus relativement aléatoire. 
Le tout est de toujours fiǆer les ŵġŵes conditions d’interprétation et de faire une étude statistique. 
 
 
Figure 13 : Courbe de polarisation pour caractériser le phénomène de piqûre et de repassivation. 
La taille et la forme de la boucle donnent également des informations sur le nombre de piqûres et  
leur propagation. 
 
2. Analyse de surface et du milieu 
 
La détérioration du métal a été évaluée à l’aide d’analǇses ŵacroscopiƋues et ŵicroscopiƋues, par 
l’utilisation du Microscope ElectroniƋue à BalaǇage ;MEBͿ et l’analǇse chiŵiƋue de la surface a été 
réalisée par EDX (Energy Dispersive X-ray spectrometry) en utilisant le MEB-FEG Jeol JSM7100F TTLS 
– TM ϯ000. Les coupons d’aciers ont été oďservés en surface et également en coupe transversale. Les 
échantillons d’acier ont été fiǆés par de l’adhésif au carďone conducteur sur le porte-échantillon 
perŵettant d’évacuer les électrons Ƌui ďoŵďardent la surface, afin d’éviter Ƌue les électrons ne 
soient réfléchis et ne perturďent la Ƌualité de l’iŵage. Les surfaces d’acier doux ont également été 
nettoǇées des produits de corrosion en les plaçant dans une solution 50% vol. d’HCl et 2,5 g/L 
d’EDTA, pendant ϯ0 secondes puis observés et analysés au MEB. 
La Ƌuantité totale de fer dissout en solution à la fin de l’eǆpériŵentation a été Ƌuantifiée à l’aide de 
la technique ICP-S (Inductively Coupled Plasma Spectroscopy, JY Ultima).  
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Dans ce chapitre, les preŵiğres caractérisations réalisées dans le ŵilieu d’étude ;Tris-HCl 0,1M pH7) 
sur deux types de matériaux (316L et S235JR) sont regroupées et ont toutes été réalisées en 
anaérobiose (cf Chapitre 2, III). Le milieu dans lequel se trouvent les électrodes est préalablement 
désaéré et un ďullage continu d’azote au-dessus de la solution est effectué tout au long des 
expérimentations. Les milieux injectés (solution contrôle Tris-HCl 0,1 M pH7 et solution enzymatique)  
sont préalaďleŵent désaérés et introduit dans la cellule électrochiŵiƋue à l’aide d’une seringue 
étanche aux gaz. 
I. Acier inoxydable : 316L 
 
1. Caractérisation de l’acier ͵ͳ͸L dans divers milieux 
 
- Comportement global de l’acier ͹ͷͼL dans divers milieux 
L’acier inoǆǇdaďle est connu pour avoir une zone de passivité, c’est-à-dire Ƌu’une couche d’oǆǇde se 
forŵe à sa surface et protğge l’acier. La courďe caractéristiƋue de ce coŵporteŵent en ŵilieu acide 
est généralement représentée de la façon suivante (Figure 1) : 
 
Figure 1 : Courbe de polarisation typiquement retrouvée dans le cas d'un acier inoxydable en milieu acide ou neutre lors 
d’uŶ ďalaǇage eŶ poteŶtiel (du potentiel le plus cathodique au potentiel le plus anodique). 
On peut typiquement dénombrer 5 zones lors d’un ďalaǇage en potentiel – d’un potentiel cathodiƋue 
vers un potentiel anodique – sur acier inoxydable en milieu acide : 
1 : Réaction de réduction des protons ou de l’eau en hǇdrogğne. 
2 : Activité : zone de potentiel où le courant augŵente. Il Ǉ a dissolution du ŵétal jusƋu’à un courant 
maximal dit courant critique (Icrit). 
3 : Pré-passivité : zone de potentiel où le courant chute drastiquement. Le métal dissous forme avec 
le milieu, des composés dits passivants, qui isolent peu à peu la surface, électriquement.  
4 : Passivité : zone de potentiel où le courant anodique  appelé courant de passivation (Ip) est 
ŵiniŵal et staďle. Ce phénoŵğne correspond à l’étaďlisseŵent d’un filŵ d’oǆǇde protecteur non 
  Chapitre 3 – Choiǆ du ŵatériau d’électrode - 
54 
 
poreuǆ et isolant sur toute la surface de l’acier. Ce filŵ ralentit soit le transport de ŵatiğre jusƋu’à 
l’interface ŵétalliƋue, soit le transport d’électrons. Plus le courant de passivation est faible, plus 
l’acier est résistant à la corrosion. De ŵġŵe, plus la fenġtre de potentiel correspondant à la zone de 
passivité est iŵportante, plus l’acier est résistant. 
5 : Trans-passivité : zone où le courant augmente à nouveau rapidement. Le film passif est devenu 
instable et les électrons arrivent à passer à travers la couche d’oǆǇde. La rupture du film passivant se 
caractérise par le potentiel de trans-passivité (Etp). A partir de cette valeur de potentiel, le film passif 
est dissous et on parle d’oǆǇdation du solvant souvent accompagnée de la dissolution des joints de 
grains. 
Le coŵporteŵent de l’acier inoǆǇdaďle ϯϭϲL  a d’aďord été étudié dans divers milieux à température 
ambiante (23°C) en solutions acides (0,1 M H2SO4 pH1, 0,1 M HCl pH1) et en solutions tamponnées 
(0,1 M Tris-HCl pH7, 0,1 M Tris-HCl pH7 + 2 mM DTT). Pour étudier les courbes de polarisation, un 
potentiel cathodiƋue est d’aďord iŵposé pendant ϭ5 ŵinutes pour « mettre à nu » la surface du 
coupon d’acier inoǆǇdaďle, par dégageŵent d’hǇdrogğne. Le potentiel a été iŵposé de ŵaniğre à ce 
que la différence entre le potentiel d’aďandon et le potentiel iŵposé soit la ŵġŵe dans chaƋue 
ŵilieu d’étude. La courbe de polarisation a ensuite été tracée du potentiel imposé à un potentiel 
anodique à une vitesse de 0,5 mV/s. Les conditions de mesure sont indiquées plus précisément dans 
le Tableau 1.  
 Courbes de polarisation 
 CA (pendant 15 min) LSV (à 0,5 mV/s) 
H2SO4 0,1 M Eimp = -0,7 V/ECS  de -0,7 V/ECS à anodique 
HCl 0,1 M Eimp = -0,67 V/ECS  de -0,67 V/ECS à anodique 
Tris-HCl 0,1 M pH7 Eimp = -1,23 V/ECS  de -1,23 V/ECS à anodique 
Tris-HCl 0,1 M pH7 + DTT 2 mM Eimp = -1,23 V/ECS  de -1,23 V/ECS à anodique 
Tableau 1 : Conditions de mesures électrochimiques. CA : chronoampérométrie, LSV : Linear sweep voltammetry.  
Les courbes expérimentales réalisées sur acier 316 L dans les divers milieux (densité de courant en 
fonction du potentiel) sont reportées dans la Figure 2.  
 
Figure 2: Couƌďes de polaƌisatioŶ oďteŶues daŶs diveƌs ŵilieuǆ suƌ aĐieƌ ϯϭϲL loƌs d’uŶ ďalaǇage eŶ poteŶtiel ;du 
potentiel plus cathodique au plus anodique).  
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En milieu acide sulfurique, la réponse en courant en fonction du potentiel est similaire à celle décrite 
en Figure 1. Il en est de ŵġŵe pour l’acide chlorhydrique, si ce n’est Ƌue la zone 5 ne correspond pas 
ici à une zone de trans-passivité mais à un phénomène de piqûre lié à la présence des ions chlorures. 
En ŵilieu HCl la fenġtre de passivité est ďeaucoup plus restreinte Ƌu’en ŵilieu H2SO4, les ions Cl- 
aǇant un effet plus corrosif sur l’acier ϯϭϲL. Le courant critique est également plus faible en milieu 
H2SO4 (0,056 mA/cm² contre 0,259 mA/cm² en milieu HCl), ce milieu étant connu pour être passivant. 
En milieu Tris-HCl 0,1 M pH7 avec ou sans DTT, la réponse en courant est quasiment identique, avec 
un potentiel à I=0 un peu plus élevé sans DTT. D’aprğs le positionneŵent des deuǆ courďes 
cathodique, le DTT semble avoir un pouvoir inhibiteur sur la réaction de réduction. Le DTT ne sera 
donc pas ajouté dans le ŵilieu réactionnel lors des eǆpériŵentations en présence d’hǇdrogénase. 
D’autre part, dans ces deuǆ cas – milieu Tris-HCl avec ou sans DTT – aucun pic de courant n’est 
observé avant la zone de passivité du fait d’un pH neutre. A pHϳ, il n’Ǉ a donc pas de dissolution forte 
du ŵétal et l’acier 316L passe directement à la zone de passivité après la zone de réduction. De la 
ŵġŵe façon Ƌu’en ŵilieu acide chlorhǇdriƋue, la zone 5 correspond en réalité à une zone de piqûre 
et non de trans-passivité avec un potentiel de piƋûre déplacé vers des potentiels plus positifs Ƌu’en 
milieu HCl : de l’ordre de 0,ϰϰ V/ECS contre 0,0ϵ8 V/ECS. Avec une concentration éƋuivalente, 
l’acidité dans le ŵilieu HCl et Tris-HCl (avec ou sans DTT) n’est pas la ŵġŵe, ce qui rend ce dernier 
milieu moins corrosif. Les potentiels et courants caractéristiques de l’acier inoǆǇdaďle ϯϭϲL dans les 
divers milieux étudiés sont reportés dans le Tableau 2. 
 
Réaction 
cathodique 
Zone active : 
corrosion 
Zone de passivation 
Destruction du 
film passif ʹܪ+ + ʹ�− →ܪ2  Ecrit  (V/ECS) jcrit  (mA/cm²) Ep (V/ECS) jp  (mA/cm²) Etp ou Epiq  (V/ECS) 
H2SO4 0,1 M E < -0,398 -0,282 0,056 -0,175 3,0.10
-3 0,909 
HCl 0,1 M E < -0,443 -0,259 0,274 -0,090 1,8.10-2 0,098 
Tris-HCl 0,1 M pH7 E < -0,705 - - -0,705 2,5.10-3 0,439 
Tris-HCl 0,1 M pH7 
+ DTT 2 mM 
E < -0,756 - - -0,756 2,9.10-4 0,448 
Tableau 2 : Potentiels caractéristiques observés sur acier inoxydable 316L tirés de la Figure 2. 
- Comportement de l’acier 316L dans le milieu Tris-HCl 0,1 M pH7 désaéré 
Afin d’optiŵiser les conditions opératoires pour l’étude de l’influence de l’enzǇŵe sur acier 
inoxydable, le ŵode opératoire et le coŵporteŵent de l’acier ϯϭϲL au cours des ŵesures 
électrochimiques sont dans un premier temps établis dans le milieu Tris-HCl 0,1 M pH7 sans enzyme, 
puis dans un second temps en présence d’enzǇŵe. 
Divers protocoles d’étude électrochimique ont été proposés en milieu Tris-HCl 0,ϭ M pHϳ jusƋu’à 
obtenir un protocole assurant une bonne reproductibilité des mesures et pouvant contribuer à 
déterŵiner l’iŵpact de l’hǇdrogénase sur la corrosion de cet acier. Deux protocoles ont été retenus 
pour l’étude sur acier ϯϭϲL et sont résumés dans les Figure 3 et Figure 4. Ces deux protocoles sont 
complémentaires.  
Le premier protocole (Figure 3) consiste en un simple suivi du potentiel d’aďandon. Lors d’études 
préliŵinaires sur l’acier ϯϭϲL ;non ŵontréesͿ, il a été reŵarƋué Ƌu’il était difficile d’obtenir la même 
évolution de potentiel d’aďandon à chaƋue eǆpériŵentation. Pour aŵéliorer la reproductiďilité des 
ŵesures, l’électrode est polarisée pendant une heure à -0,5 V/ECS. Cette réduction permet de 
réduire les oǆǇdes en surface de l’acier inoǆǇdaďle et d’oďtenir une surface reproductiďle avec un 
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ŵġŵe état d’oǆǇdation. En fin d’eǆpériŵentation, les potentiels de piƋûre et de repassivation sont 
déterminés en effectuant une voltammétrie linéaire (LSV) pour laquelle le potentiel imposé varie du 
potentiel d’aďandon jusƋu’au potentiel de piƋûre ;caractérisé par une augŵentation ďrutale du 
courant). Lorsque le courant atteint 100 µA, le sens de balayage en potentiel est inversé. 
Le second protocole (Figure 4Ϳ coŵplğte le preŵier en l’agréŵentant de voltaŵŵétries linéaires 
(LSV) pour déterminer les vitesses de corrosion et identifier les effets des injections (de solution 
taŵpon et d’hǇdrogénaseͿ sur celles-ci. Les LSV sont réalisées en imposant un balayage en potentiel 
à une vitesse de 0,5 mV/s et allant de +0,02 V / Eoc à -0,3 V / Eoc.  
 
Figure 3 : Protocole expérimental 1 sur acier 316L  (suivi E open-circuit). 
 
Figure 4 : Protocole expérimental 2 sur acier 316L  (suivi E open-circuit et Linear sweep voltammetry cathodique). 
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Ci-après sont décrits les résultats oďtenus lors de l’application de ces deuǆ protocoles sur l’acier ϯϭϲL 
dans le ŵilieu d’étude désaéré. La température appliquée aux réacteurs est soit de 23°C 
(température ambiante), soit de 37°C (température optimale de fonctionnement de l’hǇdrogénaseͿ. 
Suivi du poteŶtiel d’aďaŶdoŶ ;Eoc) (protocoles 1 et 2) 
 
Figure 5 : Suivi du potentiel d'abandon au cours du temps de l’acier 316L dans un tampon Tris-HCl 0,1M pH7 désaéré, (a) 
protocole expérimental 1 à 23 °C, (b) protocole expérimental 1 à 37°C. 
Avant l’injection des 50 µL de milieu Tris-HCl, le potentiel ne seŵďle pas s’ġtre staďilisé et augŵente 
légèrement au cours du temps (de 0,1 à 0,2 V en 4 heures). Cependant l’injection ne seŵďle pas 
occasionner de saut de potentiel supplémentaire dû à une entrée d’oǆǇgğne dans le ŵilieu. 
Le potentiel d’aďandon à 2ϯ°C et ϯϳ°C ne suit pas le ŵġŵe tǇpe d’évolution au cours des 2ϰ heures. 
Aprğs ϰ heures d’iŵŵersion, à 2ϯ°C, le potentiel d’aďandon diŵinue progressiveŵent de -0,30 à -
0,ϰ5 V/ECS. Par contre, à ϯϳ°C, le potentiel d’aďandon n’est pas du tout staďle et augŵente 
progressivement pour atteindre des potentiels de -0,22 et -0,1 V/ECS. Cette température (37°C) 
correspondant à la température optimale de fonctionnement de l’hǇdrogénase, seŵďle entraîner 
une évolution plus iŵportante de l’acier ϯϭϲL Ƌue la teŵpérature de 2ϯ°C.  
Le second protocole mis en place (Figure 4) a également permis de suivre le potentiel d’aďandon au 
cours du temps. A titre d’eǆeŵple, la Figure 6 reporte les valeurs obtenues sur acier 316L à 23°C. 
 
Figure 6 : Suivi du poteŶtiel d'aďaŶdoŶ au Đouƌs du teŵps de l’aĐieƌ ϯϭϲL en milieu Tris-HCl 0,1M pH7 désaéré,  protocole 
expérimental 2 à 23 °C. Les variations brutales de potentiel durant les cinq premières heures, à trois reprises sont dues à 
des voltammétries linéaires réalisées à t=-1,25, t=0 et t=1,25 (cf Figure 4). 
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Avec ce dernier protocole, le potentiel d’aďandon, à 23°C,  reste quasiment stable durant 24h, une 
légère augmentation est observée et le potentiel final oscille entre -0,36 et -0,23 V/ECS. Les 
variations ďrutales de potentiel à trois reprises pendant les cinƋ preŵiğres heures d’iŵŵersion et en 
fin d’eǆpériŵentation correspondent à des voltammétries linéaires. En comparant au simple suivi du 
potentiel d’aďandon effectué dans les ŵġŵes conditions ;Figure 5 ;aͿͿ, il est clair Ƌue l’évolution du 
potentiel d’aďandon est ŵodifiée dans la Figure 6. Les LSV doivent certainement induire des 
changeŵents sur la surface active de l’électrode. L’interprétation des suivis de potentiel d’aďandon 
ne se fera donc pas à partir des données ŵesurées à l’aide du protocole eǆpériŵental 2. Ce protocole 
perŵettra siŵpleŵent d’acƋuérir des informations sur les vitesses de corrosion, l’interprétation sur 
l’évolution des potentiels se faisant à l’aide des ŵesures effectuées à l’aide du protocole 
expérimental 1.  
Evolution des voltammétries linéaires au cours du temps (protocole 2) 
La mesure de la résistance de polarisation pour évaluer le courant de corrosion n’a pas de sens sur 
acier inoxydable en raison de la présence d’une couche d’oǆǇde passivante et donc d’un courant de 
passivation ;Kouřil, Novák, and Bojko 2006). L’étude  de la cinétiƋue de la réaction cathodiƋue s’est 
faite par le biais de voltammétries linéaires (protocole expérimental 2) sur acier 316L. La Figure 7 
présente les courbes typiques obtenues pour les voltammétries linéaires réalisées 1h avant injection 
de la solution taŵpon, juste aprğs l’injection, ϭh aprğs injection et 25h aprğs injection. 
 
Figure 7 : Voltammétries linéaires obtenues sur acier 316L dans le milieu Tris/HCl 0,1M pH7 désaéré, 23°C, par un 
balayage du potentiel de +0,02 V/Eoc à -0,3 V/Eoc à 0,5 mV/s. ------  1 h avant injection(t=-1), - - - - juste après injection 
(t=0
+
),  ----- à t = ϭh, …… à t = Ϯϰh. 
Les voltammétries linéaires obtenues avant injection et juste après injection sont très similaires ce 
Ƌui confirŵe Ƌue l’injection n’occasionne pas d’entrée d’oǆǇgğne dans le réacteur et Ƌue l’évolution 
observée dans les paramètres électrochimiques correspond ďien à l’évolution de l’acier ϯϭϲL dans le 
milieu Tris-HCl 0,1 M pH7.  
Au cours du temps le potentiel de démarrage des voltamétries linéaire est décalé vers des potentiels 
plus positifs ŵais l’allure de la courbe reste similaire. Lors de précédents essais – pour lesquels la 
réduction au préalable des oxydes en surface n’était pas faite –, la reproductibilité des manipulations 
n’était pas assurée. Dans le cas présent, la chronoaŵpéroŵŵétrie préalaďleŵent réalisée semble 
améliorer la reproductibilité de l’état de surface de l’acier ϯϭϲL. Au ďout de 2ϰh la courbe de 
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voltammétrie linéaire est un peu différente, du fait d’un changeŵent d’état de surface de l’acier ϯϭϲL 
Ƌu’il est norŵal d’oďserver aprğs 2ϰh d’iŵŵersion. 
Courbes de polarisation pour caractériser le phénomène de piqûre (protocoles 1 et 2) 
La Figure 8 et le Tableau 3 présentent les résultats types obtenus lors du tracé des courbes de 
polarisation pour caractériser le phénomène de piqûre sur acier 316L dans une solution tampon Tris-
HCl 0,1M pH7 désaérée à 23°C (Figure 8 (a)) et à 37°C (Figure 8 (b)). Les potentiels de piqûre (Epiq) et 
de repassivation (Erep) ont été évalués selon la méthode décrite dans le Chapitre 2, IV, 1. 
 
Figure 8 : Courbes de polarisation pour caractériser le phénomène de piqûre et de repassivation de l’aĐieƌ ϯϭϲL eŶ ŵilieu 
Tris-HCl 0,1M pH7 désaéré obtenues par balayage du potentiel à 10 mV/min, (a) protocole expérimental 2, injection de 
50 µL de solution contrôle désaérée, 23°C (b) protocole expérimental 1, injection de 50 µL de solution contrôle désaérée, 
37°C. 
 
 
 
Potentiel de piqûre Epiq 
(V/ECS) 
Potentiel de repassivation Erep 
(V/ECS) 
 A 0,1 mA 
Montée 
brutale 
Croisement 
Chute 
brutale 
Protocole 1, 
23 °C 
80 µL Tris-HCl 1 0,174 0,131 -0,141 -0,091 
80 µL Tris-HCl 2 0,174 0,120 -0,161 -0,06 
80 µL Tris-HCl 3 0,240 0,196 -0,019 0,002 
Protocole 2, 
37°C 
50 µL Tris-HCl 1 0,322 0,284 -0,087 -0,016 
50 µL Tris-HCl 1 0,139 0,116 -0,154 -0,068 
Tableau 3 : Potentiels de piqûre et de repassivation obtenus sur acier 316L en milieu Tris/HCl 0,1M, pH7 désaéré à 23 °C 
et à 37°C 
Les courbes de piqûration ont globalement la même allure et sont plutôt reproductibles à 23°C. Pour 
les trois courbes représentées en Figure 8 (a), le potentiel de piqûre (Ep) mesuré à 0,1 mA oscille 
autour de 0,174 – 0,240 V et le courant maximal est toujours compris entre 0,22 et 0,26 mA. La 
repassivation de l’acier inoǆǇdaďle est coŵplğte dans une gamme de potentiel compris entre 0,259 
et 0,335 V, en considérant la méthode de croisement des courbes pour le potentiel de repassivation.  
 A 37°C la reproductibilité pour les courbes de polarisation est plus difficilement obtenue que ce soit 
en termes de potentiel de piqûre, de potentiel de repassivation ou encore en termes de courant 
maximal de piqûre. La teŵpérature de ϯϳ°C en augŵentant les cinétiƋues des réactions à l’électrode, 
exacerbe les différences entre les échantillons et est moins propice à une bonne reproductibilité.  
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2. Comportement de l’acier ͵ͳ͸L en présence d’hydrogénase native 
 
Les coupons d’acier ϯϭϲL ont été iŵŵergés dans le ŵilieu Tris-HCl 0,1 M pH7 désaéré pendant 24 
heures. Les deux protocoles établis précédemment ont été appliqués en injectant soit le milieu 
d’étude désaéré (Tris-HCl 0,1 M pH7) soit une solution d’hǇdrogénase native désaérée (Hase native). 
Les aliquots d’hǇdrogénase utilisés pour cette étude sur acier inoǆǇdaďle sont des lots d’enzǇŵe Ƌui 
ont été congelés à -80°C durant six mois au LISBP, dont l’activité ŵesurée le jour de la purification 
était de 597 U/mg. Un ŵois avant les eǆpériŵentations, l’activité a été ŵesurée et était de ϰ08 
U/mg. La concentration n’est par contre pas connue pour ce lot d’enzǇŵe. 
Les expérimentations ont d’aďord été conduites à teŵpérature aŵďiante ;2ϯ°CͿ puis à ϯϳ°C (dans un 
bain marie), cette dernière température correspondant à la température optimale de 
fonctionnement de l’hǇdrogénase. 
 
- Etude à 23 °C 
Suivi du poteŶtiel d’aďaŶdoŶ ;Eoc) (Protocole 1) 
Le potentiel d’aďandon a été ŵesuré en présence ou non d’hǇdrogénase en solution ;Figure 9). Seul 
le protocole 1 est utilisé pour interpréter les évolutions de potentiel. Des volumes de 30 µL, 50 µL et 
80 µL de solution d’hǇdrogénase et 80 µL de solution Tris-HCl ont été injectés. 
 
Figure 9: Suivi du potentiel d'abandon (EocͿ au Đouƌs du teŵps de l’aĐieƌ ϯϭϲL eŶ ŵilieu Tƌis-HCl 0,1M pH7 désaéré,  
pƌotoĐole eǆpĠƌiŵeŶtal ϭ à Ϯϯ °C, eŶ pƌĠseŶĐe ou ŶoŶ d’hǇdƌogĠŶase. Injection à t=0 – 30 µL Hase native, - 50 µL Hase 
native (3 tests), 80 µL Hase native, 80 µL Tris-HCl 0,1 M pH7. 
Dans tous les cas, on oďserve une légğre diŵinution du potentiel d’aďandon en comparant au 
potentiel initial (juste avant injection), que ce soit en présence ou non d’hǇdrogénase. L’injection de 
ϯ0 et 80 µL de solution d’hǇdrogénase induit une évolution du potentiel d’aďandon similaire à celle 
observée en milieu Tris-HCl. Le potentiel d’aďandon ŵesuré pour l’injection de 50 µL d’hǇdrogénase 
suit la même évolution pour une des courbes, mais pour les deux autres, le potentiel est toujours 
plus ďas Ƌu’en ŵilieu Tris-HCl. Le suivi de potentiel ne perŵet pas à ce stade d’en déduire une 
évolution particulière et significative du potentiel d’aďandon au cours du temps en fonction de la 
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concentration en hydrogénase. Il est possiďle Ƌue l’hǇdrogénase injectée soit trop peu concentrée 
pour voir une ƋuelconƋue influence selon sa concentration, ou encore Ƌu’elle ne soit pas assez 
active. Il est égaleŵent possiďle Ƌue l’acier ϯϭϲL soit trop résistant à la corrosion du fait de la 
présence d’une couche passive Ƌue l’hǇdrogénase ne peut pas contrer à ce stade. De plus, la 
reproductiďilité des ŵesures n’est pas sǇstéŵatiƋue. 
Voltammétries linéaires et évolution du courant de corrosion (Icorr) au cours du temps (protocole 2) 
Les voltammétries linéaires effectuées lors de l’application du protocole 2 permettent de déterminer 
le potentiel de corrosion et le courant de corrosion (Figure 10).  
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Figure 10 : Voltammétries linéaires obtenues sur acier 316L, par un balayage du potentiel de +0,02 V/Eoc à -0,3 V/Eoc à 0,5 
mV/s dans le milieu Tris/HCl 0,1M pH7 désaéré à 23°C, dans les réacteurs où il y aura injection de :  – 30 µL Hase native, – 
50 µL Hase native, – 80 µL Hase native, – 80 µL Tris-HCl 0,1 M pH7 désaéré. (a) Avant injection, t=-1,25h, (b) Juste après 
injection de solution enzymatique ou solution contrôle, t=0
+
, (c) t=1,25h, (d) t=25h 
Les données ainsi obtenues à l’aide des voltaŵŵétries linéaires sont regroupées dans le Tableau 4. 
 t(h) Ecorr (V vs ECS) Icorr (mA) 
Comportement dans le 
milieu Tris-HCl 
(valeurs moyennées) 
t=-1 -0,356 1,0.10-3 
t=0+ -0,340 8,8.10-4 
t=1,25 -0,328 8,7.10-4 
t=25 -0,278 2,0.10-4 
+30 µL Hase WT 
t=-1 -0,432 6,7.10-4 
t=0+ -0,476 4,3.10-4 
t=1,25 -0,513 4,4.10-4 
t=25 -0,451 2,6.10-4 
+50 µL Hase WT 
t=-1 -0,375 1,0.10-3 
t=0+ -0,386 8,2.10-4 
t=1,25 -0,415 2,2.10-2 
t=25 -0,326 4,0.10-4 
+80 µL Hase WT 
t=-1 -0,440 5,8.10-4 
t=0+ -0,459 4,4.10-4 
t=1,25 -0,478 2,5.10-3 
t=25 -0,452 2,3.10-4 
Tableau 4 : Potentiel de corrosion et courant de corrosion issus des LSV effectuées en présence ou non d'hydrogénase. 
En milieu Tris-HCl, le potentiel de corrosion tend à augmenter et le courant de corrosion à diminuer 
progressivement au cours du temps. Avec l’injection de ϯ0 µL d’enzǇŵe native, le même type 
d’évolution en terŵes de courant de corrosion est observé. Avec l’injection de 50 et 80 µL 
d’hǇdrogénase, un pic de courant de corrosion est oďservé aprğs 1h15, où il semblerait même que le 
volume de 50 µL induit la plus forte augmentation du courant de corrosion (2,21.10-2 mA). Après 25h, 
le courant de corrosion a de nouveau diŵinué. L’hǇdrogénase seŵďle donc avoir un iŵpact sur le 
processus de corrosion, Ƌui n’est pas encore ďien visualisaďle en terŵe de potentiel d’aďandon ŵais 
qui se manifeste sur le courant de corrosion. Cet impact semble se faire dans les premières heures 
aprğs l’injection. Au ďout d’une journée d’iŵŵersion, les échanges électroniques sont diminués et le 
courant de corrosion est revenu au courant initial. 
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Courbes de polarisation pour caractériser le phénomène de piqûre (protocoles 1 et 2) 
Mġŵe si l’iŵpact de l’enzǇŵe seŵďle se faire dans les preŵiğres heures, cela peut entraîner un 
changeŵent d’état de surface et donc des potentiels de piqûre et de repassivation différents. Les 
courbes de polarisation pour caractériser le phénomène de piqûre obtenues après une journée 
d’iŵŵersion en présence ou non d’hǇdrogénase sont reportées en Figure 11 et les potentiels de 
piqûre et de repassivation correspondants sont donnés dans le Tableau 5.  
 
Figure 11: Courbes de polarisation pour caractériser le phénomène de piqûre effeĐtuĠes à la fiŶ de l’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶ 
électrochimique sur acier 316L en milieu Tris-HCl 0,1M pH7 désaéré obtenues par balayage du potentiel à 10 mV/min en 
pƌĠseŶĐe ou ŶoŶ d’hǇdƌogĠŶase, Ϯϯ°C. Injection à t=0 de : – 30 µL Hase native, - 50 µL Hase native, 80 µL Hase native, 80 
µL Tris-HCl 0,1 M pH7, (a) protocole 2, (b) protocole 1. 
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E piqûre (V/ECS) E repassivation (V/ECS) Imax 
(mA)  
 
à 0,1mA montée brusque Croisement chute 
Protocole 
2 
30 µL WT 
Hase 
0,181 0,119 -0,162 -0,036 0,17 
50 µL WT 
Hase 
0,203 0,151 -0,008 0,091 0,11 
80 µL WT 
Hase 
0,158 0,109 -0,138 -0,088 0,29 
80 µL Tris-
HCl  
0,240 0,196 -0,019 0,002 0,23 
Protocole 
1 
30 µL WT 
Hase 
0,264 0,231 -0,126 0,085 0,17 
50 µL WT 
Hase 1 
0,319 0,311 -0,122 -0,080 0,56 
50 µL WT 
Hase 2 
0,378 0,343 -0,036 -0,001 0,43 
50 µL WT 
Hase 3 
0,304 0,267 -0,002 0,046 0,50 
80 µL WT 
Hase 
0,237 0,145 -0,207 -0,157 0,16 
80 µLTris-
HCl 
0,278 0,250 -0,192 -0,157 0,58 
Figure 12 : Potentiels de piqûre et de repassivation déterminés à partir de la Figure 11. 
Le potentiel de piƋûre en présence d’enzyme est globalement inférieur au potentiel de piqûre en 
milieu Tris-HCl seul ; ce qui semble indiquer un effet plus corrosif des hydrogénases au bout de 24 
heures d’iŵŵersion. L’utilisation du protocole ϭ ŵontre Ƌue le potentiel de piƋûre est le plus élevé 
pour une injection de 50 µL d’hǇdrogénase, ce qui est en contradiction avec les résultats précédents 
où le Icorr le plus élevé était observé pour ce voluŵe d’injection. 
En coŵparant les données oďtenues avec l’utilisation du protocole ϭ et du protocole 2, il seŵďlerait 
que les LSV réalisées dans le protocole 2 induisent un changeŵent de l’état de surface, les Epiq étant 
toujours plus faibles que pour le protocole 1. L’interprétation des courďes de polarsiation pour 
caractériser le phénomène de piqûre est difficile ici, et ce d’autant plus Ƌue juste avant la ŵesure des 
potentiels de piqûre et de repassivation, une LSV est réalisée. Cette voltammétrie modifie 
certainement l’état de surface, et les courbes de polarisation tracées par la suite ne sont pas 
caractéristiƋues d’une surface iŵŵergée en présence d’hǇdrogénase. 
Gloďaleŵent, l’injection d’hǇdrogénase iŵpliƋue une trğs légğre évolution dans les paramètres 
électrochimiques étudiés : une légère augmentation du courant de corrosion, une  diminution du 
potentiel de piqûre (Ep) mais une propagation moins importante et une repassivation plus facile.   
Par contre cette influence n’est pas encore identifiable avec le simple suivi du potentiel d’aďandon. 
L’augŵentation de la teŵpérature opérationnelle à la teŵpérature optiŵale de l’hǇdrogénase 
devrait perŵettre d’aŵplifier l’effet de l’enzǇŵe et peut-être de voir un impact plus important sur le 
processus de corrosion. 
  Chapitre 3 – Choiǆ du ŵatériau d’électrode - 
65 
 
 
 
- Etude à 37°C 
L’hǇdrogénase native est injectée sous sa forŵe active ŵais égaleŵent sous sa forŵe inhiďée en 
l’eǆposant à l’air liďre pendant ϭ heure et sous sa forŵe dégradée en la faisant ďouillir au préalaďle 
pendant 15 minutes. M. Mehanna avait en effet remarqué,  dans de précédents travaux en milieu 
phosphate, Ƌue l’hǇdrogénase ďouillie entraînait un plus fort impact sur le processus de corrosion 
Ƌue l’hǇdrogénase native, notaŵŵent en provoquant une augmentation du potentiel d’abandon. 
Quant à l’hǇdrogénase inhiďée à l’air, elle se comportait comme une protéine inerte qui masque le 
surface de l’acier et inhiďe le processus de corrosion (Mehanna et al. 2016).  
Suivi du poteŶtiel d’aďaŶdoŶ ;Eoc)(protocole 1) 
Des volumes de 50 µL d’hǇdrogénase active, ďouillie, inhibée et de 50 µL de solutions Tris-HCl 0,1 M 
pH7 ont été injectées. Les potentiels d’aďandon ŵesurés au cours du teŵps sont reportés en Figure 
13. 
 
Figure 13 : Suivi du potentiel d'abandon (EocͿ au Đouƌs du teŵps de l’aĐieƌ ϯϭϲL eŶ ŵilieu Tƌis-HCl 0,1M pH7 désaéré,  
pƌotoĐole eǆpĠƌiŵeŶtal ϭ à ϯϳ °C, eŶ pƌĠseŶĐe ou ŶoŶ d’hǇdƌogĠŶase. Injection à t=0 de : - 50 µL Hase native, - 50 µL Hase 
native bouillie, - 50 µL Hase native iŶhiďĠs à l’aiƌ, - 50 µL Tris-HCl 0,1 M pH7. 
Le potentiel d’aďandon en présence d’hǇdrogénase ďouillie ou inhiďée suit globalement la même 
évolution au cours du temps que celle observée en milieu Tris-HCl. L’injection de 50 µL 
d’hǇdrogénase sous sa forŵe dégradée ou inhiďée n’a alors pas d’influence significative sur le 
potentiel d’aďandon. L’injection de 50 µL d’hǇdrogénase native sous sa forŵe active induit soit un 
saut de potentiel soit une évolution du potentiel d’aďandon siŵilaire à celle oďservée en solution 
contrôle. La reproductibilité des mesures n’est pas encore atteinte, ŵais il seŵďlerait que 
l’hǇdrogénase peut avoir un effet sur le potentiel d’aďandon de l’acier ϯϭϲL et a fortiori sur son 
processus de corrosion. Pour le vérifier, il faudrait augŵenter le noŵďre d’eǆpériŵentations afin 
d’avoir une évolution du potentiel d’aďandon reproductiďle et également augmenter les quantités 
injectées. 
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 Courbes de polarisation pour caractériser le phénomène de piqûre (protocole 1) 
De la même façon que précédemment, les courbes de polarisation pour caractériser le phénomène 
de piƋûre oďtenues aprğs une journée d’iŵŵersion en présence ou non d’hǇdrogénase sont 
reportées en Figure 14 et les données correspondantes dans le Tableau 3. 
 
Figure 14 : Couƌďes de polaƌisatioŶ pouƌ ĐaƌaĐtĠƌiseƌ le phĠŶoŵğŶe de piƋûƌe effeĐtuĠes à la fiŶ de l’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶ 
électrochimique sur acier 316L en milieu Tris-HCl 0,1M pH7 désaéré, 37°C,  obtenues par balayage du potentiel à 10 
ŵV/ŵiŶ eŶ pƌĠseŶĐe ou ŶoŶ d’hǇdƌogĠŶase. Injection à t=0 de : - 50 µL Hase native, - 50 µL Hase native bouillie, - 50 µL 
Hase Ŷative iŶhiďĠs à l’aiƌ, - 50 µL Tris-HCl 0,1 M pH7 
 
 
 
E piqûre (V/ECS) E repassivation (V/ECS) 
Injection de 50 µL de 
 
à 0,1mA montée brusque croisement chute 
Hase native 
Test 1 0,293 0,272 -0,054 -0,046 
Test 2 0,203 0,115 -0,049 0 
Hase native bouillie 
Test 1 0,261 0,237 -0,05 0,02 
Test 2 0,304 0,293 -0,08 0,02 
Hase Ŷative iŶhibée à l’air Test 1 0,244 0,202 0,04 0,06 
Test 2 0,285 0,275 -0,108 0,03 
Contrôle (Tris-HCl 0,1 M pH7) 
Test 1 0,322 0,284 -0,087 -0,016 
Test 2 0,139 0,116 -0.154 -0,068 
Tableau 5: Potentiels de piqûre et de repassivation estimés à partir de la Figure 14. 
Gloďaleŵent l’injection d’hǇdrogénase, Ƌuelle Ƌue soit sa forŵe, n’entraîne pas de variation 
significative des potentiels de piqûre et de repassivation. Il semblerait Ƌue l’acier inoǆǇdaďle 
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présente un état de surface quasiment similaire quelle que soit la forme sous laquelle se trouve 
l’hǇdrogénase. Il est difficile après 24 heures d’iŵŵersion d’identifier des différences significatives en 
présence ou non d’hǇdrogénase, et d’autant plus, au vu de la reproductiďilité des ŵesures. 
Microscopie optique 
Avant et après les expérimentations électrochimiques, des photographies des coupons d’acier ont 
été prises ainsi que des images au microscope optique et au microscope à balayage (MEB). Juste 
avant l’eǆpérience électrochiŵiƋue, les raǇures de polissage sont bien visibles (Figure 15 (a)). Après 
les expériences électrochimiques, les rayures de polissage sont toujours visibles et quelques piqûres 
sont observées dans tous les cas (en présence ou non d’hǇdrogénase sous chacune de ses formes), 
très certainement dues aux courbes de piqûration puisƋu’il n’Ǉ a pas eu de corrosion généralisée 
pendant les 2ϰ heures d’iŵŵersion (Figure 15 (b-c)). Quelle que soit la solution dans laquelle se 
trouve le coupon d’acier, les piƋûres ont toute la ŵġŵe allure et se retrouvent en noŵďre éƋuivalent 
et de tailles équivalentes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figure 15 : Images obtenues au microscope optique (a) 24h après polissage, juste avant les expériences 
électrochimiques, (b-c) après les expériences électrochimiques pour l'injection de 50 µL d'Hase native sous sa forme 
active. 
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- Conclusion 
Une première tendance se dégage lors de la détermination des courants de corrosion. Une 
augŵentation des courants de corrosion en présence d’hǇdrogénase seŵďle indiƋuer Ƌue l’enzǇŵe a 
un impact accélérateur sur le processus de corrosion de l’acier ϯϭϲL. A ϯϳ°C, l’hǇdrogénase native, 
sous sa forŵe active, n’entraîne pas encore de variation significative des divers paraŵğtres oďservés. 
Le transfert électroniƋue direct entre l’acier inoǆǇdaďle ϯϭϲL et l’hǇdrogénase est relativement 
difficile du fait de la présence d’une couche passive très protectrice à la surface de l’acier, qui 
eŵpġche donc d’identifier un effet de l’enzǇŵe sur le processus de corrosion. D’autre part, la 
concentration en hǇdrogénase n’étant pas connue pour les eǆpériŵentations sur acier inoxydable, il 
est possiďle Ƌue l’enzǇŵe soit trop peu concentrée et / ou Ƌue l’activité soit trop faiďle pour voir son 
effet sur la corrosion de l’acier ϯϭϲL. Il est donc nécessaire d’aŵéliorer le protocole eǆpériŵental sur 
acier inoxydable. Une première amélioration primordiale consisterait à déterminer et à augmenter la 
concentration d’enzǇŵe en solution. Un autre point iŵportant est égaleŵent de connaître son 
activité enzǇŵatiƋue. D’un point de vue du protocole électrochiŵiƋue, il serait intéressant de 
concentrer les études électrochiŵiƋues sur les cinƋ à diǆ preŵiğres heures d’iŵŵersion – le Icorr étant 
augŵenté dans les preŵiğres heures en présence d’hǇdrogénase – voire même de sacrifier des 
électrodes en faisant des potentiels de piqûre à des temps bien inférieurs, après 5 heures 
d’iŵŵersion par eǆeŵple. 
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II. Acier doux : S235JR 
 
1. Caractérisation de l’acier Sʹ͵ͷJR dans le milieu d’étude 
 
Divers protocoles coŵpléŵentaires ont été étaďlis pour l’étude sur acier douǆ ;S2ϯ5JRͿ – et seront 
développés tout au long de la thèse –. Le même type de protocole que celui utilisé sur acier 
inoxydable est établi, avec cependant quelques variantes. Sur acier doux, le temps de repos entre le 
polissage et le démarrage des expérimentations électrochimiques fixé à 24h permet normalement 
l’étaďlisseŵent d’une couche d’oǆǇde seŵďlaďle d’un échantillon à l’autre, ce qui devrait assurer une 
certaine reproductibilité des mesures. L’étape de chrono-ampérométrie avant le suivi de potentiel 
eŵploǇé pour l’acier inoǆǇdaďle n’est donc pas nécessaire ici. Dans un premier temps, afin de vérifier 
Ƌue le potentiel d’aďandon est staďle sur acier douǆ dans le ŵilieu étudié et Ƌue la vitesse de 
corrosion ne varie pas trop au cours du temps, un suivi de potentiel et un suivi de la résistance de 
polarisation au cours du temps sont effectués, comme indiqués dans la Figure 16. 
Au cours de l’iŵŵersion des échantillons suivie par mesure de Eoc, des voltammogrammes ont été 
tracés régulièrement autour du potentiel d’aďandon : de Eoc à -20 mV/Eoc à +20 mV/Eoc, le tout à une 
vitesse de balayage de 0,167 mV/s (vitesse de balayage couramment employée pour des études de 
corrosion). Les voltammétries ont été réalisées juste avant injection, donnant une donnée initiale de 
comparaison et de reproductibilité, puis après injection à 10 minutes, 30 minutes puis toutes les 30 
minutes jusƋu’à 5 heures et enfin à 2ϰ heures (Figure 16). La pente de la courbe de polarisation 
réalisée autour du potentiel de corrosion correspond alors à l’inverse de la résistance de polarisation 
(Rp) qui est proportionnel à la vitesse de corrosion (la théorie sur Rp est développée dans le chapitre 
2, IV, 1). Une augmentation de 1/Rp correspond alors à une augmentation de la vitesse de corrosion. 
Les pentes ont été obtenues en prenant 100 points autour de Eoc. 
En fin d’eǆpérience, une LSV a parfois été tracée à une vitesse de 0,5 mV/s et allant de 0,02 V/Eoc à -
0,2 V/Eoc. 
 
 
 
 
Figure 16 : Protocole expérimental 1 sur acier S235JR : Suivi de Eoc et évolution de Rp. 
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Afin d’optiŵiser l’impact de l’hǇdrogénase sur acier doux, la température choisie pour la suite des 
expérimentations - et tout au long de la thèse - est de 37°C. 
 
- Comportement de l’acier S͸͹ͻJR  en milieu Tris-HCl 0,1 M pH7 désaéré 
Suivi du poteŶtiel d’aďaŶdoŶ 
Le potentiel d’aďandon de l’acier douǆ en ŵilieu Tris-HCl est plutôt stable au cours du temps de 
l’ordre de -0,720 V/ECS (Figure 17 (a)) aprğs un teŵps de staďilisation d’environ ϭ heure. Quelques 
valeurs d’évolution du potentiel ;∆EͿ ont été calculées en soustraǇant le potentiel à un teŵps donné 
par le potentiel initial, à t=0 (1h15 après le démarrage des mesures). Les ŵoǇennes des ∆E ainsi 
calculés sont reportées en  Figure 17 (b). Les écarts types sont déterminés en prenant les valeurs 
maximales et minimales obtenues lors des expérimentations. Gloďaleŵent le potentiel d’aďandon 
oscille peu au cours du teŵps et aprğs 2ϰ heures d’iŵŵersion le ∆E reste faiďle ;0,00ϰ VͿ. 
 
Figure 17 : (a) Suivi du poteŶtiel d’aďaŶdoŶ ;Eoc) au cours du temps, (b) Evolution du poteŶtiel ∆E (Eoc(t)-Eoc(t=0)) au cours 
du temps (quelques valeurs calculées sont reportées), de l’aĐieƌ SϮϯϱJR eŶ ŵilieu Tƌis-HCl 0,1 M pH7 désaéré, 37°C. 
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Evolution de la vitesse de corrosion au cours du temps 
Les voltammétries réalisées autour du potentiel d’aďandon perŵettent d’oďtenir les valeurs de la 
résistance de polarisation (Rp) à des temps donnés. La Figure 18 correspond aux voltamogrammes 
typiquement tracés aux différents temps et la Figure 19 reporte les valeurs de 1/Rp, valeurs 
correspondant aux pentes obtenues sur les voltamogrammes. Cette pente est proportionnelle à la 
vitesse de corrosion pour des temps donnés. 
 
Figure 18 : VoltaŵŵĠtƌies liŶĠaiƌes ƌĠalisĠes autouƌ du poteŶtiel d’aďaŶdoŶ ;-20/+20 mV/Eoc) toutes les demi-heures 
pendant 5 heures puis à 24 heures sur acier doux S235JR à 0,167 mV/s. 
 
Figure 19 : 1/Rp (pentes des courbes de polaƌisatioŶͿ eŶ foŶĐtioŶ du teŵps de l’aĐieƌ SϮϯϱJR eŶ ŵilieu Tƌis-HCL 0,1 M pH7 
désaéré. 
En milieu Tris-HCl, 1/Rp diminue un peu au cours du temps et se stabilise à des valeurs proches de 
8,9.10-4 ϭ/;Ω.cŵ²Ϳ à partir de 3 heures et 7,8.10-4 ;ϭ/Ω.cŵ²Ϳ aprğs 2ϰ heures. Ainsi, la vitesse de 
corrosion diminue légèrement au cours du temps en milieu Tris-HCl très certainement par 
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l’étaďlisseŵent d’une couche d’oǆǇde à la surface de l’acier S2ϯ5JR. Au bout de 24 heures, on peut 
supposer que cette couche est stable.  
 
- Comportement de l’acier S235 JR en milieu Tris-HCl 0,1 M pH7 désaéré,  avec 
injection du milieu d’étude désaéré à t=0. 
Afin de vérifier Ƌue l’injection n’a pas d’iŵpact sur l’évolution du potentiel d’aďandon de l’acier 
S2ϯ5JR, le ŵġŵe tǇpe d’eǆpériŵentation Ƌue précédeŵment a été réalisé en injectant cette fois-ci le 
milieu Tris-HCl préalablement désaéré, aprğs Ƌue le potentiel d’aďandon se soit staďilisé pendant 
1h15. 
Suivi du poteŶtiel d’aďaŶdoŶ 
Le potentiel d’aďandon est ŵesuré avec injection de 50 µL et de 300 µL de solution Tris-HCL 0,1 M 
pH7 et son évolution est comparée aux expériences sans injection (Figure 20 (a)). Les ∆E sont calculés 
pour des temps donnés, de la même manière que précédemment (Figure 20 (b)). 
 
 
Figure 20 : ;aͿ Suivi du poteŶtiel d’aďaŶdoŶ ;Eoc) au cours du temps, (b) Evolution du poteŶtiel ∆E (Eoc(t)-Eoc(t=0)) au cours 
du temps (quelques valeurs calculées sont reportées), de l’aĐieƌ SϮϯϱJR eŶ ŵilieu Tƌis-HCl 0,1 M pH7 désaéré. Injection à 
t=Ϭ de ∆ ϱϬ µL Tƌis-HCl 0,1 M pH7 désaéré, ● ϯϬϬ µL Tƌis-HCl 0,1 M pH7 désaéré, ─ pas d’iŶjeĐtioŶ. 
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L’injection n’induit en aucun cas de saut du potentiel d’aďandon. L’évolution du potentiel d’aďandon 
au cours du temps est globalement la même que ce soit avec ou sans injection, prouvant que 
l’injection n’entraîne pas d’entrée d’oǆǇgğne ;|∆E|<0,00ϰ VͿ.  
 
Evolution de la vitesse de corrosion 
De la ŵġŵe ŵaniğre, l’évolution de ϭ/Rp avec ou sans injection est très similaire (Figure 21). 
 
Figure 21 : 1/Rp (pentes des courbes de polarisation) eŶ foŶĐtioŶ du teŵps de l’aĐieƌ SϮϯϱJR eŶ ŵilieu Tƌis-HCL 0,1 M pH7 
désaéré. IŶjeĐtioŶ à t=Ϭ de ∆ ϱϬ µL Tƌis-HCl 0,1 M pH7 désaéré, ● ϯϬϬ µL Tƌis-HCl 0,1 M pH7 désaéré, ─ pas d’iŶjeĐtioŶ. 
 
En milieu Tris-HCl, avec ou sans injection, les données électrochimiques mesurées sont plutôt stables 
au cours du temps et sont reproductibles.  Le protocole expérimental utilisé semble assurer des 
conditions anaéroďies. L’acier douǆ étant trğs sensiďle à l’oǆǇgğne, la ŵoindre entrée d’oǆǇgğne dans 
le milieu entraînerait une augmentation de la vitesse de corrosion. 
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2. Comportement de l’acier Sʹ͵ͷJR en présence d’hydrogénase native 
 
Le protocole établi précédemment a été appliqué auǆ coupons d’acier, en injectant soit 50 µL de 
solution Tris-HCl 0,1 M pH7, soit 50 µL de solution d’hǇdrogénase native ;Hase native), après 
stabilisation du potentiel pendant 1h15. Les aliƋuots d’hǇdrogénase utilisés pour cette preŵiğre 
étude sur acier doux sont des lots d’enzǇŵe qui ont été congelés à -80°C un mois avant 
l’eǆpériŵentation électrochiŵiƋue, dont l’activité ŵesurée le jour de la purification était de ϯ000 
U/mg avec une concentration de 40 µg/mL. Le Tableau 6 reporte la concentration et l’activité 
spécifique en hydrogénase dans la cellule électrochimique, aprğs injection de l’enzǇŵe. 
 
Hase dans la cellule électrochimique 
Volume injecté Concentration Activité spécifique 
54 µL 2,1 nM 0,1 U/mL 
Tableau 6 : Concentration et activité spécifique en hydrogénase dans la cellule électrochimique après injection 
L’injection d’hǇdrogénase native dans le ŵilieu induit une augŵentation rapide du potentiel 
d’aďandon Ƌui se staďilise après 3 heures d’iŵŵersion à un potentiel de -0,688 V vs ECS (Figure 22). 
Aprğs 2ϰ heures d’iŵŵersion en présence d’hǇdrogénase, le potentiel d’aďandon de l’acier S2ϯ5JR a 
été augmenté de 44 mV alors que sans hydrogénase il est augmenté de seulement 2 mV ± 4 mV. 
 
 
Figure 22 : Evolution du potentiel d'abandon au cours du temps, de l'acier S235JR en milieu Tris-HCl 0,1 M pH7 désaéré, 
37°C. Injection à t=0
+
 de ∆ 54 µL d’Hase Ŷative désaérée, ◊ 54 µL Tris-HCl 0,1 M pH7 désaéré. 
Ainsi, l’hydrogénase, en catalysant la réaction de réduction des protons ;ou de l’eauͿ déplace le 
potentiel d’aďandon vers des potentiels plus positifs et accélère le processus de corrosion (cf 
Chapitre 2, Figure 10). Cette augŵentation du potentiel d’aďandon peut égaleŵent avoir pour 
origine une diminution des courants anodique et une diminution de la vitesse de corrosion. Afin de 
vérifier s’il Ǉ a ďien accélération de la vitesse de corrosion, l’inverse des résistances de polarisation à 
des temps donnés a été mesuré et les valeurs sont reportées dans la Figure 23. 
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Figure 23 : 1/Rp (pente de la courbe de polarisation) en fonction du temps sur acier S235JR en milieu Tris-HCl 0,1 M pH7 
désaéré. Injection à t=0
+
 de ∆ ϱϬ µL d’Hase Ŷative désaérée, ◊ 50 µL Tris-HCl 0,1 M pH7 désaéré. 
L’injection d’hǇdrogénase native induit, pendant la première heure une chute des 1/Rp puis, par la 
suite, une augmentation des 1/Rp qui atteignent 4,0.10
-4 ϭ/;Ω.cŵ2). La diminution de 1/Rp n’est pas 
encore, à ce stade, explicable, mais il est clair que ce matériau (S235JR) permet de bien discerner le 
possible effet de l’hǇdrogénase sur la corrosion.  
  
0
0,0002
0,0004
0,0006
0,0008
0,001
0,0012
0,0014
0 5 10 15 20 25
1
/R
p
 (
1
/(
Ω.c
m
²)
) 
t(h) 
  Chapitre 3 – Choiǆ du ŵatériau d’électrode - 
76 
 
III. L’acier doux Sʹ͵ͷJR : matériau utilisé pour la suite de l’étude 
 
1. Choix du matériau  
 
Il a été ŵontré dans ce chapitre, Ƌue le potentiel d’aďandon de l’acier inoxydable à la température 
optimale de fonctionnement de l’hǇdrogénase augmente au cours du temps en milieu Tris-HCl. Les 
ŵesures sont égaleŵent difficileŵent reproductiďles. L’injection d’hǇdrogénase n’entraîne pas de 
variation significative des paramètres électrochimiques mesurés. Tous ces résultats montrent que 
l’acier ϯϭϲL est trop résistant à la corrosion du fait de la présence de la couche passive pour identifier 
un iŵpact de l’hǇdrogénase sur le phénoŵğne. Un preŵier ŵoǇen d’aŵélioration des conditions 
opératoires serait de chercher à concentrer la solution enzǇŵatiƋue dans le ŵilieu d’étude. 
Cependant, les volumes injectés – au vu des quantités disponibles – sont déjà importants et 
permettent difficilement de multiplier les expérimentations en quantité suffisante pour établir une 
certaine reproductiďilité. Il n’est donc pas encore envisageaďle d’accroître drastiƋueŵent la Ƌuantité 
d’hǇdrogénase injectée en solution. La solution retenue est donc de changer de matériau pour 
pouvoir s’affranchir de la couche passive trop résistante par l’utilisation d’acier douǆ coŵŵe le 
S235JR.  
Le potentiel d’aďandon de l’acier S2ϯ5JR dans le milieu Tris-HCl 0,1 M pH7 augmente légèrement au 
cours du temps mais est gloďaleŵent staďle. L’injection du ŵilieu d’étude préalaďleŵent désaéré 
n’induit aucune variation de potentiel d’aďandon et de résistance de polarisation, indiquant que 
l’injection est ďien anaéroďie et ne perturďe pas le ŵilieu. Les données ŵesurées en milieu Tris-HCl 
0,1 M pH7 sont reproductibles. L’acier S2ϯ5JR perŵet de ŵieuǆ identifier et discerner l’effet de 
l’hǇdrogénase native sur la corrosion avec une augŵentation nette du potentiel d’aďandon et de la 
vitesse de corrosion. Tous ces éléments confortent le choix du matériau S235JR pour étudier l’iŵpact 
de l’enzǇŵe sur la corrosion. La suite des eǆpériŵentations se fera donc sur acier douǆ S2ϯ5JR.  
2. Caractéristiques physiques du matériau choisi 
- Composition de l’acier S͸͹ͻJR 
La composition en éléments chiŵiƋues des coupons d’acier S2ϯ5JR a été déterŵinée à l’aide de l’EDX 
;avec une tension d’accélération de ϭ5 kV et une distance de travail de ϭ0 ŵŵͿ et coŵparée à celle 
donnée par le fabriquant (Tableau 7). La composition chimique donnée par le fabriquant est relative 
à une coŵposition au cœur de l’acier S2ϯ5JR alors Ƌue la coŵposition évaluée par EDX sur les 
coupons d’acier est déterŵinée en surface du coupon après un temps de repos de 24 heures et reste 
Ƌualitative. C’est pourƋuoi une différence notaďle est oďservée avec les échantillons polis et attaƋués 
au Nital. L’oǆǇgğne présent sur la surface de l’échantillon attaƋué au Nital est sureŵent dû à des 
résidus d’alcool de la solution Nital.  
 Fe O C Mn Cu S P N 
Données du fabriquant 97,81 - 0,17 1,40 0,55 0,03 0,03 0,01 
24h après le polissage 95,8 - 3,1 0,5 0,6 0,1 - - 
Attaque au Nital 3% 93,8 0,9 3,2 1,9 - 0,2 - - 
Tableau 7 : Composition en éléments de l'acier S235JR exprimés % de masse atomique. 
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- Microstructure de l’acier S͸͹ͻJR 
Généralités sur la structure cristalline des métaux et des alliages 
Un ŵétal est forŵé d’une ŵultitude de petits voluŵes polǇédriƋues appelés grains dont la taille varie 
en général de 2 à 20 µm et qui sont limités par des surfaces appelés joints de grains (Barralis and 
Maeder 2005). ChaƋue grain correspond à un ŵonocristal. LorsƋue l’orientation du réseau cristallin 
propre à chaque grain est différente, le matériau est dit polǇcristallin. Si le ŵétal n’est constitué Ƌue 
d’un seul grain, il est dit ŵonocristallin. Dans les cas les plus siŵples, des ŵétauǆ purs par eǆeŵple, 
tous les cristaux ont une structure et une composition identique : le matériau est monophasé. Une 
phase est une partie d’un ŵatériau phǇsiƋueŵent distincte, ŵécaniƋueŵent séparaďle, aǇant une 
composition et une structure propres (Barralis and Maeder 2005). En général le matériau est 
polyphasé et chaque ensemble de cristaux de même structure et de même composition forment une 
phase distincte. Les ŵétauǆ sont généraleŵent utilisés sous forŵe d’alliages. Ce sont des ŵatériauǆ 
oďtenus à partir de 2, ϯ … ou n éléŵents Ƌui peuvent ġtre ŵono ou polǇphasés. Les phases 
susceptiďles d’ġtre présentes dans les alliages ďinaires fer-carbone sont la ferrite (structure cubique 
centréeͿ, l’austénite ;structure cuďiƋue à faces centréesͿ, la céŵentite ou carďure de fer Fe3C et le 
carbone pur (graphite). 
Au niveau ŵicroscopiƋue, un ŵétal est constitué d’atoŵes organisés dans un réseau cristallin. Les 
électrons constituent un nuage d’électrons autour des atoŵes. Trois principales structures 
cristallines sont retrouvées dans les métaux purs : la structure cubique centrée (CC), la structure 
cubique à faces centrées (CFC) et la structure hexagonale compacte (HC) représentées en  Figure 24 
(Barralis and Maeder 2005; Duret-Thual 2014).   
 
 
 
 
            
Figure 24 : (a) Structure cubique centrée (CC), (b) Structure cubique faces centrées(CFC), (c) structure hexagonale 
compacte (HC), représentations inspirées de (Barralis and Maeder 2005; Duret-Thual 2014). 
 
 
(a) 
(b) 
(c) 
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MiĐƌostƌuĐtuƌe de l’aĐieƌ SϮϯϱJR 
Les coupons d’acier S2ϯ5JR ont été oďservés au MEB aprğs polissage, juste avant le lancement des 
expérimentations électrochimiques. Les rayures de polissage sont alors bien définies (Figure 25) et 
toutes orientées dans la même direction.  
 
Figure 25 : Images MEB de la surface de l'acier doux S235JR 24 heures après le polissage, (a) grossissement 250, (b) 
grossissement 1000. 
Les grains d’un ŵatériau ŵétalliƋue sont caractérisés par différentes grandeurs conventionnelles : le 
noŵďre de grains par ŵŵ² ;ŵͿ, l’aire ŵoǇenne du grain en ŵŵ² ;aͿ, la taille ŵoǇenne du grain ;dm), 
la longueur ŵoǇenne d’intersection ;̅ܮ), l’indice conventionnel de grosseur de grain ;GͿ. La grosseur 
moyenne est caractérisée soit par G, soit par (̅ܮ) (norme NF EN ISO 643/2624). Les méthodes de 
détermination de ces grandeurs sont des méthodes géométriques. 
Le grain est généraleŵent ŵis en évidence par attaƋue ŵétallographiƋue. L’attaƋue chiŵiƋue 
permet une attaque préférentielle ou une coloration de certains constituants par rapport à d’autres. 
L’eǆaŵen des structures des aciers au carďone faiďleŵent alliés ou des aciers alliés se fait 
classiƋueŵent par l’application d’une solution alcooliƋue nitriƋue ;aussi appelée NitalͿ. L’acier S2ϯ5JR 
a donc été ŵis en solution pendant 2 ŵinutes à teŵpérature aŵďiante dans une solution d’éthanol 
avec ϯ% d’acide nitriƋue puis oďservés au MEB. Les iŵages oďtenues sont reportées en Figure 26. 
 
Figure 26 : Iŵages MEB de la suƌfaĐe de l’aĐieƌ SϮϯϱJR apƌğs uŶe attaƋue au Nital ϯ% ;peŶdaŶt Ϯ ŵiŶutes à teŵpĠƌatuƌe 
ambiante), (a-d) images classiques, (a) grossissement 250, (b) grossissement 1000, (c) grossissement 5000, (d) 
grossissement 10000, (e-f) images rétrodiffusées, (e) grossissement 1000, (f) grossissement 5000. 
10 µm 
(a) (b) 
100 µm 
(b) (c) 
10 µm 1 µm 
(a) 
100 µm 
(e) (f) 
1 µm 10 µm 1 µm 
(d) 
Joints de 
grains 
Joints de 
grains 
  Chapitre 3 – Choiǆ du ŵatériau d’électrode - 
79 
 
Les grains et joints de grains sont bien identifiables sur ces images et la Figure 26 (d) permet de 
distinguer des eŵpreintes carrées tǇpiƋues de l’enlğveŵent de grains de ferrites. Afin de déterŵiner 
le nombre de grains dénombrables sur une surface unitaire, les images MEB obtenues sont 
comparées à des images types (Annexe 3, euronorm 1003-71). Pour un grossissement de 100, les 
nuŵéros des iŵages tǇpes correspondent à l’indice conventionnel G. Dans le cas où l’iŵage est 
eǆaŵinée au grossisseŵent g, l’indice conventionnel G est oďtenu par l’éƋuation suivante (Barralis 
and Maeder 2005): 
 ܩ = ܯ + 6,64 log ቀ �ͳͲͲቁ Eq. 1 où M est le nuŵéro de l’iŵage tǇpe la plus proche. 
L’iŵage tǇpe correspondant à l’iŵage oďtenue aprğs attaƋue au Nital au grossisseŵent ϭ000 ;Figure 
26 ;ďͿͿ est coŵprise entre l’iŵage II et III, et est plus proche de l’iŵage II. G est donc coŵpris entre 
8,64 et 9,64. 
Le noŵďre de grains dénoŵďraďles sur ϭ ŵŵ² d’échantillon se calcule à l’aide de l’éƋuation ci-
dessous : 
 � = 8 × ʹ� Eq. 2 
 
Ainsi, m est compris entre 3191 et 6383 grains/mm² et est plus proche de la limite inférieure que de 
la limite supérieure. 
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I. Premières expérimentations : influence des molécules 
additionnelles 
 
1. Molécules additionnelles ajoutées lors du procédé de purification 
 
DuƌaŶt le pƌoĐessus de puƌifiĐatioŶ de l’hǇdƌogĠŶase, des ŵolĠĐules, indispensables pour générer un 
bon rendement de purification et une activité enzymatique optimale, sont ajoutées à faible 
concentration, de l’oƌdƌe du ŵM : le dithiothréitol (DTT), le dithionite de sodium et la desthiobiotine. 
Ces trois composés ont fait l’oďjet d’uŶe Ġtude approfondie. En effet, comme le DTT et le dithionite 
de sodium sont des composés soufrés très réactifs et qui peuvent se retrouver dans divers états 
d’oǆǇdatioŶ (Hemmingsen 1992; Hemmingsen, Fusek, and Skavås 2006), il est tƌğs pƌoďaďle Ƌu’ils 
aieŶt uŶ iŵpaĐt suƌ la ĐoƌƌosioŶ de l’aĐieƌ douǆ. 
- Le dithionite de sodium 
EŶ ďioteĐhŶologie, les solutioŶs de dithioŶite de sodiuŵ soŶt ĐouƌaŵŵeŶt utilisĠes eŶ taŶt Ƌu’ageŶts 
ƌĠduĐteuƌs. Le dithioŶite de sodiuŵ est tƌğs ƌĠaĐtif faĐe à l’oǆǇgğŶe (Camacho Rubio et al. 1992; 
Shaikh and Zaidi 2007). EŶ solutioŶ alĐaliŶe, eŶ pƌĠseŶĐe d’oǆǇgğŶe, l’aŶioŶ dithioŶite ;“2O42-)  est 
d’aďoƌd oǆǇdĠ eŶ sulfite ;“O32-) et sulfate (SO42-) (Eq. 1.). Le sulfite peut ensuite être oxydé en sulfate 
(Eq. 2.) (Camacho et al. 1997) : 
 ܵ2�42− + �2 + ʹ��− → ܵ�ଷ2− + ܵ�42− +�2� Eq. 1. 
 ܵ�ଷ2− + 1ʹ�2 → ܵ�42− Eq. 2. 
 
EŶ l’aďseŶĐe d’oǆǇgğŶe, le dithioŶite ƌeste uŶ ĐoŵposĠ tƌğs ƌĠaĐtif Ƌui peut se disŵuteƌ eŶ d’autƌes 
composés soufrés (Szekeres 1974). Ainsi à pH 7, la principale réaction de dismutation du dithionite 
observée en solution aqueuse est reportée en Eq. 3. (Szekeres 1974; de Carvalho and Schwedt 2005). 
 ʹܵ2�42− +�2� →  ʹ�ܵ�ଷ− + ܵ2�ଷ2− Eq. 3. 
 
En solution aqueuse alcaline, le dithionite est également mentionné comme se dismutant en sulfite 
et sulfure (Hemmingsen, Fusek, and Skavås 2006) (Eq. 4.). 
 ͵ܵ2�42− + 6��− → ܵ2− + 5ܵ�ଷ2− + ͵�2� Eq. 4. 
 
A des valeurs de pH plus acides (pH 3), un précipité solide de soufre est observé, laissant penser que 
la réaction de dismutation du dithionite génère du soufre et du sulfite (Hemmingsen, Fusek, and 
Skavås 2006). L’ĠƋuatioŶ pƌĠsuŵĠe de Đette ƌĠaĐtioŶ est ƌepoƌtĠe eŶ Eq. 5. 
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 ʹܵ2�42− + ʹ��−→ ܵ + ͵ܵ�ଷ2− +�2� Eq. 5. 
 
Il Ǉ auƌait aloƌs d’aďoƌd foƌŵatioŶ d’uŶ filŵ de ŵaĐkiŶaǁite suƌ l’aĐieƌ douǆ. L’eǆĐğs de sulfuƌe 
entraînerait la conversion de ce film en pyrrhotite et pyrite, et enfin en smythite (Hemmingsen, 
Fusek, and Skavås 2006). Ainsi, du fait de son extrême réactivité pour se dismuter et du fait que les 
ĐoŵposĠs soufƌĠs soŶt souǀeŶt ƌepoƌtĠs Đoŵŵe ĠtaŶt ƌĠaĐtifs à la suƌfaĐe d’uŶ ŵatĠƌiau 
ĐoŶduĐteuƌ, l’effet du dithioŶite suƌ la ĐoƌƌosioŶ de l’aĐieƌ Ŷ’est pas à ŶĠgligeƌ daŶs Ŷotƌe Ġtude. EŶ 
effet, il a déjà été signalé que le dithioŶite de sodiuŵ a uŶ effet suƌ la ĐoƌƌosioŶ de l’aĐieƌ douǆ eŶ 
solution aqueuse, à température ambiante (20-22°C) (Hemmingsen, Fusek, and Skavås 2006). A bas 
pH (pH5), Hemmingsen et al. ont observé un courant de corrosion relativement élevé de 80 µA/cm² 
dans un premier temps, puis après 1Ϭ heuƌes d’iŵŵeƌsioŶ, uŶe diŵiŶutioŶ et uŶe staďilisatioŶ de Đe 
courant à 55 µA/cm². Par contre, à pH7, le courant de corrosion restait stable autour de 12 µA/cm². 
EŶ augŵeŶtaŶt eŶĐoƌe le pH, la ǀitesse de ĐoƌƌosioŶ diŵiŶuait ĠgaleŵeŶt. EŶ ĐoŵpaƌaŶt l’iŶfluence 
de diffĠƌeŶts ĐoŵposĠs soufƌĠs ;thiosulfate, sulfite, dithioŶite et sulfuƌeͿ, ils oŶt ƌeŵaƌƋuĠ Ƌu’à haut 
pH, le sulfure et le thiosulfate sont les composés qui entraînent la formation du film le plus dense, 
taŶdis Ƌu’à ďas pH Đ’est le dithioŶite et le sulfure. Pour compléter leurs résultats, il aurait été bien 
d’appoƌteƌ les doŶŶĠes d’uŶ ĐoŶtƌôle saŶs Đes ĐoŵposĠs pouƌ dĠteƌŵiŶeƌ l’Ġpaisseuƌ de filŵ tĠŵoiŶ 
et la vitesse de corrosion témoin. 
L’ioŶ dithioŶite est ĠgaleŵeŶt ĐoŶŶu pouƌ aǀoiƌ uŶ iŵpaĐt suƌ la ĐoƌƌosioŶ eŶ solutioŶ d’aĐide 
sulfuƌiƋue pouƌ l’aĐieƌ iŶoǆǇdaďle ;ϯϬϰͿ eŶ gĠŶĠƌaŶt de l’aĐide sulfuƌeuǆ ;H2SO3) (Nakatsu, Yonezawa, 
and Takashima 2007). A pH 1,2, S2O4
2- doit très certainement se dismuter en S et H2SO3 (Eq. 6.). 
 
 ʹܵ2�42− + Ͷ�+ + ͵�2� → ܵ + ͵�2ܵ�ଷ + ʹ�2� Eq. 6. 
 
Pour leur étude, les tests de corrosion ont été réalisés à des températures de 30°C et 60°C dans 0,1 
mol/L de H2SO4 (pH1,2) et diverses quantités de Na2S2O4 et de H2SO3 oŶt ĠtĠ ajoutĠes, jusƋu’à ϲϬ 
mM/L. Une augŵeŶtatioŶ gƌaduelle de la ǀitesse de ĐoƌƌosioŶ aǀeĐ l’augŵeŶtatioŶ de la ƋuaŶtitĠ de 
Na2S2O4 a été observée. La vitesse maximale a été obtenue pour 20 mM avec une vitesse de 7.9 
mm/an. Au-delà de cette concentration, la vitesse de corrosion chute drastiƋueŵeŶt et l’aĐieƌ ϯϬϰ 
est alors passivé. Après analyse, du NiS a été retrouvé dans le film passivant. EŶ pƌĠseŶĐe d’H2SO3, le 
ŵġŵe tǇpe de ĐoŵpoƌteŵeŶt faĐe à la ĐoƌƌosioŶ a ĠtĠ oďseƌǀĠ pouƌ l’aĐieƌ ϯϬϰ, aǀeĐ uŶe pĠƌiode 
d’iŶduĐtioŶ pouƌ l’amorçage de la corrosion. Le thiosulfate, qui peut être produit par dismutation de 
l’ioŶ dithioŶite ;Eq. 3.), et également par les BSR, est connu pour accélérer la dissolution anodique de 
l’aĐieƌ iŶoǆǇdaďle (Wang and Singh 2015; Nakhaie et al. 2015; Naghizadeh et al. 2014; Laitinen 2000). 
- Le dithiothréitol (DTT) 
Le DTT est ĠgaleŵeŶt uŶ ageŶt pƌoteĐteuƌ pouƌ gaƌdeƌ l’eŶzǇŵe daŶs sa ĐoŶfoƌŵatioŶ dite aĐtiǀe. Il a 
été identifié comme agent protecteur des groupes –SH (Cleland 1964). Du fait de son bas potentiel 
redox (-0.332 V à pH 7, référence non précisée, très certainement une électrode standard à 
hydrogène), le DTT peut maintenir les monothiols dans leur état réduit et peut réduire les ponts 
disulfures selon les équations reportées ci-après : 
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Eq. 7. 
 
 
Eq. 8. 
 
Il Ŷ’Ǉ a Ƌue tƌğs peu de ĐoŶŶaissaŶĐes suƌ l’impact potentiel du DTT sur la corrosion. Cependant, le 
DTT étant un composé soufré réactif, il est très possible que ce composé ait également un impact sur 
la corrosion des aciers. 
- La desthiobiotine 
La desthioďiotiŶe est uŶe ŵolĠĐule peƌŵettaŶt l’ĠlutioŶ de l’eŶzǇŵe de la colonne 
chromatographique. Loƌs de l’Ġtape de puƌifiĐatioŶ, l’hǇdƌogĠŶase est adsoƌďĠe suƌ uŶe ĐoloŶŶe 
« Strep-Tactin Superflow » grâce au Strep-tag II C teƌŵiŶal Ƌui a ĠtĠ fiǆĠ à l’eŶzǇŵe. Le “tƌep-tag II est 
ensuite décroché de la colonne par une solution tampon à faible concentration en desthiobiotine 
(von Abendroth et al. 2008). La desthiobiotine est très largement employée pour son fort pouvoir 
ĐoŵpĠtitif d’ĠlutioŶ (Maier et al. 1998; Schmidt et al. 2013; Skerra and Schmidt 1999; Voss and 
Skerra 1997). Il Ŷ’Ǉ a pas à Đe jouƌ de doŶŶĠes suƌ l’iŵpaĐt de la desthioďiotiŶe suƌ la ĐoƌƌosioŶ des 
aciers, mais en considérant sa structure, donnée en Eq. 9., la desthiobitine se comporte très 
certainement comme un composé inerte qui peut possiblement protégeƌ la suƌfaĐe de l’ĠleĐtƌode 
par effet de masquage. 
 
 
Eq. 9. 
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2. Principaux résultats présentés dans l’article ͳ : 
 
L’aƌtiĐle ϭ a pouƌ oďjeĐtif de dĠteƌŵiŶeƌ l’iŵpaĐt des ŵolĠĐules ĐhiŵiƋues ;additioŶŶelles et 
ŶĠĐessaiƌes au pƌoĐĠdĠ de puƌifiĐatioŶ d’uŶe [Fe-Fe]-hydrogénase de Clostridium acetobutylicum) sur 
la ĐoƌƌosioŶ aŶaĠƌoďie de l’aĐieƌ douǆ “ϮϯϱJR. L’hǇdƌogĠŶase est en effet récupérée dans un milieu 
Tris-HCl 0,1 M pH 8, en présence de trois autres molécules chimiques, à faible concentration : 2 mM 
de DTT, 2 mM de dithionite et 2,5 mM de dithiothréitol. Cette étude a été réalisée dans des cellules 
électrochimiques (Metrohm) à trois électrodes. Les solutions avec enzymes et contrôles ont été 
injectées dans 60 mL de tampon Tris-HCl Ϭ,ϭ M pHϳ pƌĠalaďleŵeŶt dĠsoǆǇgĠŶĠ paƌ ďullage d’azote. 
Les solutioŶs ĐoŶtƌôles ĐoƌƌespoŶdeŶt auǆ solutioŶs eŶzǇŵatiƋues dĠpouƌǀues d’eŶzǇŵe, contenant 
donc uniquement les molécules additionnelles dans un milieu tamponné Tris-HCl 0,1 M pH8. 
DaŶs la pƌeŵiğƌe paƌtie de l’aƌtiĐle, les ĐoupoŶs d’aĐieƌ douǆ oŶt ĠtĠ eǆposĠs à des solutioŶs 
ĐoŶteŶaŶt l’hǇdƌogĠŶase et à des solutions contrôles sans hydrogénase. Les résultats ont montré 
que : 
- En injectant le tampon Tris-HCl Ϭ,ϭ M pHϳ, le poteŶtiel d’aďaŶdoŶ ;Eoc) ne subissait pas 
d’ĠǀolutioŶ sigŶifiĐatiǀe ;Figuƌe ϮͿ ; Đe Ƌui pƌouǀe Ƌue l’iŶjeĐtioŶ de la solutioŶ Ŷ’iŶduit pas 
d’eŶtƌĠe d’oǆǇgğŶe daŶs la cellule électrochimique. Les pentes des courbes de polarisation 
(1/Rp) – qui sont proportionnelles à la vitesse de corrosion – décroissaient légèrement au 
cours du temps et se stabilisaient autour de 8,7.10-4 ϭ/;Ω.Đŵ²Ϳ apƌğs ϯ heuƌes d’iŵŵeƌsioŶ 
pour ré-augmenter à 5,9.10-4 ϭ/;Ω.Đŵ²Ϳ. 
- L’iŶjeĐtioŶ de ϱϬ µL de la solution enzymatique provoque un saut rapide de potentiel (44 mV 
apƌğs Ϯϰ heuƌes d’iŵŵeƌsioŶͿ ;Figuƌe Ϯ et ϯͿ. ϭ/Rp augmente également après un temps de 
latence de 2 heures (durant lequel 1/Rp diminuait) pour atteindre 4,0.10
-4 ϭ/;Ω.Đŵ²Ϳ apƌğs Ϯϰ 
heuƌes d’iŵŵeƌsioŶ. 
- L’iŶjeĐtioŶ de ϱϬ µL de la solutioŶ ĐoŶtƌôle pƌoǀoƋue ĠgaleŵeŶt uŶ saut de poteŶtiel ;Ϯϳ ŵV 
apƌğs Ϯϰ heuƌes d’iŵŵeƌsioŶͿ ;Figuƌe Ϯ et ϯͿ, Đeƌtes ŵoiŶdƌe Ƌu’eŶ pƌĠseŶĐe d’hǇdƌogĠŶase, 
mais Ƌui ŵasƋue poteŶtielleŵeŶt le ƌĠel effet de l’hǇdƌogĠŶase suƌ le poteŶtiel de ĐoƌƌosioŶ. 
1/Rp, ƋuaŶt à lui, diŵiŶue dƌastiƋueŵeŶt dğs l’iŶjeĐtioŶ de la solutioŶ ĐoŶtƌôle pouƌ 
atteindre une valeur de 5,0.10-5 ϭ/;Ω.Đŵ²Ϳ apƌğs Ϯϰ heuƌes. 
Ces expériences ont confirmé que les hydrogénases ont un impact sur la corrosion et accélèrent 
la ǀitesse de ĐoƌƌosioŶ de l’aĐieƌ douǆ, tƌğs pƌoďaďleŵeŶt eŶ ĐatalǇsaŶt la ƌĠaĐtioŶ ĐathodiƋue 
;ƌĠduĐtioŶ des pƌotoŶs ou de l’eau pouƌ foƌŵeƌ de l’hǇdƌogğŶeͿ. CepeŶdaŶt la présence des 
molécules additionelles (DTT, dithionite et desthiobiotine) dans le milieu ne permet pas 
d’oďseƌǀeƌ faĐileŵeŶt l’iŵpaĐt de l’hǇdƌogĠŶase suƌ la ĐoƌƌosioŶ de l’aĐieƌ douǆ. EŶ effet, les 
molécules additionnelles semblent promouvoir la corrosion (saut de potentiel) alors que 
parallèlement, la vitesse de corrosion chute (1/RpͿ. Les ŵolĠĐules additioŶŶelles et l’hǇdƌogĠŶase 
ont alors un effet antagoniste sur la vitesse de corrosion. Les molécules additionnelles changent 
pƌoďaďleŵeŶt l’état de surface ou la surface active de l’aĐieƌ douǆ ce qui peut partiellement 
ŵasƋueƌ l’effet de l’hǇdƌogĠŶase suƌ la ĐoƌƌosioŶ. Il est donc nécessaire de mieux comprendre 
l’effet des ŵolĠĐules additioŶŶelles suƌ la ĐoƌƌosioŶ de l’aĐieƌ pouƌ pouǀoiƌ eŶsuite ĐoŶĐluƌe suƌ 
l’effet des hydrogénases. 
 Chapitre 4 – Molécules additionnelles  - 
87 
 
L’Ġtude s’est donc foĐalisĠe suƌ l’iŵpaĐt de Đes ŵolĠĐules pouƌ eŶsuite essaǇeƌ de sĠlectionner 
une composition optimale électrochimiquement et biologiquement. Les tests ont consisté à faire 
uŶ suiǀi du poteŶtiel d’aďaŶdoŶ, de ϭ/Rp et des ŵesuƌes d’iŵpĠdaŶĐe pouƌ l’aĐieƌ douǆ en 
injectant des solutions contrôles avec différentes composition en molécules additionnelles. Les 
résultats ont permis de montrer que : 
- L’iŶjeĐtioŶ du taŵpoŶ Tƌis-HCl Ϭ,ϭ M pHϳ Ŷ’iŶduit pas de ĐhaŶgeŵeŶt significatif dans 
l’ĠǀolutioŶ du poteŶtiel d’aďaŶdoŶ ;pas d’eŶtƌĠe d’oǆǇgğŶeͿ ;Figuƌe ϱͿ. Au Đouƌs des Ϯϰ 
heures, 1/Rp décroît légèrement (Figure 6). La résistance de transfert de charge (Figure 7, 
Tableau 3) augmente également légèrement au cours du temps, ce qui est en accordance 
avec une légère diminution de la vitesse de corrosion. 
- GloďaleŵeŶt, le DTT pollue le sigŶal ĠleĐtƌoĐhiŵiƋue eŶ augŵeŶtaŶt d’uŶe paƌt le poteŶtiel 
d’aďaŶdoŶ ;Figuƌe ϰͿ de ϯϱ ŵV apƌğs Ϯϰ heuƌes, aloƌs Ƌue, paƌallğleŵeŶt la ǀitesse de 
corrosion chute (1/Rp = 6,0.10
-5 ϭ/;Ω.Đŵ²Ϳ apƌğs Ϯϰ heuƌes, Figuƌe ϱͿ et la résistance de 
transfert de charge augmente (Rtc 10 fois supérieure à la valeur initiale, après 5 et 24 heures) 
(Figure 10, Tableau 4). 
- EŶ l’aďseŶĐe de DTT, les solutioŶs ĐoŶtƌôles (2mM dithionite, 2,5 mM desthiobiotine) 
pƌoǀoƋueŶt uŶe Đhute du poteŶtiel d’aďaŶdoŶ Ƌui teŶd eŶsuite à ƌeǀeŶiƌ au poteŶtiel iŶitial 
apƌğs Ϯϰ heuƌes ;Figuƌe ϰͿ, aiŶsi Ƌu’uŶe Đhute de la ǀitesse de ĐoƌƌosioŶ ;Figuƌe ϱͿ observée 
paƌ l’augŵeŶtatioŶ de la résistance de transfert de charge (Rtc 15 fois supérieure à la valeur 
initiale, après 24 heures) (Figure 12, Tableau 5). 
Finalement, les expériences ont permis de montrer que le DTT (par son effet antagoniste et surtout 
par le saut de potentiel) risquait de ŵasƋueƌ l’effet de l’eŶzǇŵe suƌ la ĐoƌƌosioŶ aŶaĠƌoďie de l’aĐieƌ 
douǆ. Il a doŶĐ ĠtĠ dĠĐidĠ de ƌetiƌeƌ le DTT du pƌotoĐole de puƌifiĐatioŶ de l’hǇdƌogĠŶase, le DTT 
ĠtaŶt ajoutĠ eŶ fiŶ du pƌoĐĠdĠ pouƌ Ġǀiteƌ l’iŶhiďitioŶ de l’eŶzǇŵe paƌ d’ĠǀeŶtuelles tƌaĐes 
d’oǆǇgğŶe. Les ĐoŶditioŶs eǆpĠƌiŵeŶtales ;tƌaǀail eŶ ďoîte à gaŶt pouƌ la puƌifiĐatioŶ et le sĐellage 
des aliƋuotsͿ et l’iŶjeĐtioŶ – Ƌui Ŷ’eŶtƌaîŶe pas d’eŶtƌĠe d’oǆǇgğŶe – semblent garantir des conditions 
faǀoƌaďles à l’eŶzǇŵe pouƌ pƌĠseƌǀeƌ soŶ aĐtiǀitĠ ĐatalǇtiƋue. La toute deƌŶiğƌe paƌtie de l’aƌtiĐle 
consiste à sélectionner une composition optimale en molécules additionnelles (dithionite et 
desthiobiotine) qui perturberait le moins possible le signal électrochimique tout en préservant une 
activité enzymatique optimale. D’autre part, il a été observé que le dithionite peut entraîner un 
ƌelaƌgage de l’hǇdƌogğŶe loƌs des tests d’aĐtiǀitĠ, Đe Ƌui eŶtƌaîŶe uŶe suƌestiŵatioŶ de l’aĐtiǀitĠ 
eŶzǇŵatiƋue ;daŶs le seŶs de la pƌoduĐtioŶ d’hǇdƌogğŶeͿ. Il a doŶĐ Ġté décidé de diminuer sa 
concentration à 0,5 mM. La concentration en desthiobiotine – molécule assurant l’ĠlutioŶ de 
l’eŶzǇŵe dans la colonne de purification – a quant à elle été augmentée pour assurer un meilleur 
ƌeŶdeŵeŶt de ƌĠĐupĠƌatioŶ d’eŶzǇŵe. Les ĐoŶcentrations testées sont reportées dans le tableau 6. 
Les résultats ont alors montré que : 
- L’iŶjeĐtioŶ de solutioŶ ĐoŶtƌôle, Ƌuelle que soit sa composition en dithionite de sodium et 
desthioďiotiŶe,  iŶduit toujouƌs uŶe diŵiŶutioŶ du poteŶtiel d’aďaŶdoŶ ;Figure 13) et de la 
vitesse de corrosion (Figure 14). 
- Le dithionite de sodium et la desthioďiotiŶe Ŷ’oŶt pas le ŵġŵe effet suƌ la ĐoƌƌosioŶ de 
l’aĐier doux : le dithionite de sodium a un effet inhibiteur de la corrosion alors que la 
desthiobiotine a plutôt un effet masquant, probablement par adsorption de la molécule sur 
la surface ce qui diminue alors la surface active. 
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- La composition en molécules additionnelles qui induit le moins de perturbations sur le signal 
électrochimique par rapport au signal enregistré dans le milieu Tris-HCl 0,1 M pH7 
(diminution la plus faible du poteŶtiel d’aďaŶdoŶ apƌğs iŶjeĐtioŶ et ƌetouƌ le plus ƌapide à 
des potentiels similaires à ceux du milieu Tris-HCl) est la solution avec 0,5 mM de dithionite 
et 7,5 mM de desthiobiotine. Cette composition semble être un bon compromis pour assurer 
uŶ ďoŶ ƌeŶdeŵeŶt de puƌifiĐatioŶ de l’hǇdƌogĠŶase et la pérennité de son activité 
eŶzǇŵatiƋue, d’uŶe part, et pour permettre une bonne analyse, par la suite, des signaux 
électrochimiques observés eŶ pƌĠseŶĐe d’hǇdƌogĠŶase, d’autƌe paƌt. 
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3. Article 1 
 
Article 1 : Accepté et paru dans Bioelectrochemistry 
Rouvre, Ingrid, Charles Gauquelin, Isabelle Meynial-Salles, Régine Basseguy. 2015.  
͞IŵpaĐt of the CheŵiĐals, EsseŶtial foƌ the PuƌifiĐatioŶ PƌoĐess of Strict Fe-Hydrogenase, on the 
CoƌƌosioŶ of Mild “teel.͟  
Bioelectrochemistry (Amsterdam, Netherlands) 109 (December): 9–23. 
doi:10.1016/j.bioelechem.2015.12.006. 
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ABSTRACT 
The influence of additional chemical molecules, necessary for the purification process of [Fe]-
hydrogenase from Clostridium acetobutylicum, was studied on the anaerobic corrosion of mild steel. 
At the end of the purification process, the pure [Fe-Fe]-Hydrogenase was recovered in Tris-HCl 
medium containing three other chemicals at low concentration: DTT, dithionite and desthiobiotin. 
Firstly, mild steel coupons were exposed in parallel to 0.1 M pH7 Tris-HCl medium with or without 
pure hydrogenase. The results showed that hydrogenase and the additional molecules were in 
competition, the electrochemical response could not be attributed solely to hydrogenase. Then, 
solutions with additional chemicals of different compositions were studied electrochemically. DTT 
polluted the electrochemical signal by increasing the Eoc by 35 mV 24 hours after the injection of 300 
µL of control solutions with DTT, whereas it drastically decreased the corrosion rate by increasing the 
charge transfer resistance (Rct 10 times the initial value). Thus, DTT was shown to have a strong 
antagonistic effect on corrosion and was removed from the purification process. An optimal 
composition of the medium was selected (0.5 mM dithionite, 7.5 mM desthiobiotin) that 
simultaneously allowed a high activity of hydrogenase and a lower impact on the electrochemical 
response for corrosion tests.  
 
KEYWORDS: hydrogenase; anaerobic corrosion; dithiothreitol (DTT); dithionite; desthiobiotin; mild 
steel 
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1. Introduction 
 
Anaerobic microbiologically influenced corrosion (MIC), also named bio-corrosion, is a problem that 
affects materials used in many industrial fields such as the oil and gas industry [1]. This is the 
acceleration of the degradation of conductive materials in the presence of microorganisms that 
adhere to and grow on the surface of materials as biofilms [2]. It is now commonly agreed that 
sulfate-reducing bacteria (SRB) and thiosulfate-reducing bacteria (TRB) are the main causes of 
anaerobic MIC [3]-[6]. 
Hydrogenases, which are either present in bacteria (such as SRB) or free in solution, have also been 
identified as key proteins in MIC phenomena [7],[8]. Hydrogenases catalyze the reversible reaction 
linked to hydrogen shown in Eq.1. [9]-[13]. 
 
 ʹ�+ + ʹ�−↔ �2 Eq.1. 
 
Generally, this reaction is the rate-limiting reaction in the system and can be considered as the 
driving force of anaerobic corrosion. Various mechanisms of action of hydrogenase on corrosion have 
been established [7], [8], [14]. A first mechanism involves a synergetic effect between hydrogenase 
and phosphates (or weak acids) in presence of a redox mediator [14]. The second mechanism 
proposed does not require a redox mediator and hydrogenase catalyzes the reduction of protons or 
water by direct electronic transfer [7], [8]. 
Among hydrogenases ([Ni-Fe]-hydrogenases, [Fe-Fe]-hydrogenases, [Ni-Fe-Se]-hydrogenases), [Fe-
Fe]-hydrogenases were chosen for our study because of their high activity in the reduction of protons 
(10- to 100-fold that of [Ni-Fe]-hydrogenases) [15]. [Fe-Fe]-hydrogenases, often found as monomers, 
contain a catalytic domain, called the H-cluster, and a variable number of Fe-S clusters thought to be 
involved in electron transfer. The H-cluster of [Fe-Fe]-hydrogenase is composed of a 2Fe subsite 
covalently bound to a [4Fe-4S] subcluster. 
Here, we chose the [Fe-Fe]-hydrogenase from Clostridium acetobutylicum (Ca) as this bacteria is 
known to be the microorganism that most efficiently produces hydrogen from hexose [15], [16]. The 
catalytic domain of this [Fe-Fe]-hydrogenase is an arrangement of six iron atoms in the form of two 
groups: [4Fe-4S] and [2Fe], where the two iron atoms connected together constitute the active site. 
During the production and purification of [Fe-Fe]-hydrogenase, some indispensable chemicals: 
dithiothreitol (DTT), sodium hydrosulfite (also called sodium dithionite) and desthiobiotin are added 
to the medium to purify the protein in its active form [16]. As DTT and dithionite are sulfur 
compounds that are very reactive and may exist in many oxidation stages [17], [18], they can also 
have an impact on corrosion. 
In biotechnology, solutions of sodium dithionite are currently used as reducing agents. There is 
absorption and a fast chemical reaction between sodium dithionite and oxygen [19], [20]. In alkaline 
solutions, dithionite (S2O4
2-) is first oxidized to sulfite (SO3
2-) and sulfate (SO4
2-) (Eq.2.) and then sulfite 
is oxidized to sulfate (Eq.3.) [21]: 
 
 ܵ2�42− + �2 + ʹ��− → ܵ�ଷ2− + ܵ�42− +�2� Eq.2. 
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 ܵ�ଷ2− + 1ʹ�2 → ܵ�42− Eq.3. 
 
Even without oxygen, dithionite is a reactive molecule that disproportionates in other sulfur 
compounds [22]. At pH values close to 7, the main decomposition reaction that occurs in aqueous 
solution can be represented by the following equation [22], [23]: 
 ʹܵ2�42− +�2� →  ʹ�ܵ�ଷ− + ܵ2�ଷ2− Eq.4. 
 
In anaerobic aqueous alkaline solution, dithionite is also reported to disproportionate into sulfite and 
sulfide [17] (Eq.5.): 
 ͵ܵ2�42− + 6��− → ܵ2− + 5ܵ�ଷ2− + ͵�2� Eq.5. 
 
At lower pH-values (pH 3), a disproportion reaction of dithionite generating sulfur and sulfite  is 
suspected, since solid sulfur precipitate was observed (Eq.6.) [17]: 
 ʹܵ2�42− + ʹ��−→ ܵ + ͵ܵ�ଷ2− +�2� Eq.6. 
 
There is first a formation of a mackinawite film on the carbon steel, and, with sulfide excess, the film 
is converted to pyrrhotite and pyrite, and eventually further to smythite. 
Thus, Hemmingsen et al. [17] reported an effect of dithionite on the corrosion of carbon steel in 
aqueous solution at room temperature (20-22°C). At low pH (pH5), they observed a relatively high 
corrosion current of 80 µA.cm2 during an initial phase, which, after 10 hours of immersion, decreased 
and stabilized at 55 µA.cm². At pH7, the corrosion current was stable and around 12 µA.cm². When 
the pH was increased, the corrosion rate decreased. They also compared the influence of different 
sulfur compounds (thiosulfate, sulfite, dithionite and sulfide), without giving values for a control 
experiment, they demonstrated that at high pH, sulfide and thiosulfate formed the densest film and 
at low pH, it was sulfide and dithionite.  
Elsewhere, dithionite ion is also known to have an impact on corrosion in sulfuric acid solution for 
304 stainless steel, by generating thiosulfate (H2SO3) [24]. At pH 1.2, S2O4
2- should decompose into S 
and H2SO3, as shown in Eq.7.  
 ʹܵ2�42− + Ͷ�+ + ͵�2� → ܵ + ͵�2ܵ�ଷ + ʹ�2� Eq.7. 
 
Corrosion tests were performed at 30°C and 60°C in 0.1 mol/L H2SO4 (pH 1.2) with various amounts 
of Na2S2O4 and H2SO3 added, up to 60 mmol/L. The corrosion rate increased gradually as the amount 
of Na2S2O4 was increased, reaching a maximum rate of 7.9 mm/year for 20 mM. When the 
concentration of Na2S2O4 was greater than 20-30 mM, the corrosion rate dropped drastically and 304 
was passivated, the passivated film containing NiS. 
In presence of H2SO3 solution, similar corrosion behavior of 304 has been reported, with an induction 
period for the initiation of corrosion. Thiosulfate ion produced by sulfate-reducing bacteria is also 
known to exacerbate anodic dissolution of stainless steel [25]-[28]. 
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Regarding DTT, it has been identified to be a protective reagent for SH-groups [29]. Due to its low 
redox potential (-0.332 V at pH7), DTT can maintain monothiols in the reduced state and can reduce 
disulfides according to the following reactions: 
 
 
 
Eq.8. 
 
 
Eq.9. 
 
There have been few experiments on DTT and corrosion and little is known about its potential 
impact. Like dithionite, DTT is a sulfur compound and it is likely that DTT also has an impact on the 
corrosion of mild steels. 
Another molecule also found in the medium with hydrogenase at the end of the purification process 
is desthiobiotin [16]. During the chromatographic purification step, hydrogenase is adsorbed to a 
Strep-Tactin Superflow column by a C-terminal Strep-tag II. The bound Strep-tag fusion protein is 
then eluted from the streptavidin column by a buffer solution containing a low concentration of 
desthiobiotin. At the end of the purification process, the strep-tagged hydrogenase is eluted from the 
purification column with low concentration of desthiobiotin [30]. Desthiobiotin is widely used for this 
competitive elution [31]-[34] so that the Strep-Tactin affinity resins can be used repeatedly [35]. 
There are no reports of experiments on the impact of desthiobiotin on corrosion but, considering its 
structure, it can be assumed that desthiobiotin is probably an inert molecule and can protect the 
electrode surface. 
The purpose of the present work was, first, to study the influence of [Fe-Fe]-hydrogenase from 
Clostridium acetobutylicum (Ca) on the anaerobic corrosion of mild steel. The pure Fe hydrogenase 
was recovered in a 0.1 M pH8 Tris/HCl medium containing three other molecules at low 
concentration: DTT, dithionite and desthiobiotin, which are possibly reactive on the surface of mild 
steel. The final objective was to study the effect of these molecules on corrosion in order to improve 
the understanding of mild steel corrosion in presence of hydrogenase. 
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2. Materials and methods 
 
2.1. Hydrogenase production and purification 
 
Tris(hydroxymethyl) aminomethane (named Tris) was purchased from Acros Organic, sodium 
dithionite, desthiobiotin and dithiothreitol from Sigma. 
Hydrogenases used in this work were [Fe-Fe]-hydrogenase. They were extracted and purified from 
Clostridium acetobutylicum cells in a 0.1M pH8 Tris-HCl medium. The hydrogenase purification 
process was performed as described in [30], [36]. At the end of the purification process, to keep the 
enzyme in its active form, DTT (final concentration 2 mM) was added to the fraction of interest.  
Thus, hydrogenase was contained in a 0.1 M pH8 Tris-HCl medium with 2mM DTT, 2 mM dithionite 
and 2.5 mM desthiobiotin. Hydrogenase solution was divided into aliquots, flushed with pure 
hydrogen and stored at -80°C. Hydrogenase oxidation activity of the purified enzyme was assayed as 
described in [30], [36]. The purified hydrogenase in the aliquots used in this study had a specific 
activity of 3000 U/mg and a concentration of 40 µg/mL or 0.605 µmol/L (weight 66.07 kDa). 
 
2.2. Electrochemical cell setup 
 
The experiments were performed with a three-electrode system in closed cells (Metrohm) (Figure 1). 
The working electrodes were 2-cm-diameter cylinders of S235JR mild steel from Descours-Cabaud, 
France (elemental composition by weight percentage: 0.17 C, 1.4 Mn, 0.55 Cu, 0.03 S, 0.03 P, 0.01 N). 
They were surrounded with adhesive lined heat shrink tubing (His-A 24/8 PO-X-BK) from 
HellermannTyton leaving a flat disk of the surface uncovered, with a total exposed area of 3.14 cm². 
Electrical connection was provided by a titanium threaded rod also protected with heat shrink 
tubing. Coupons were successively ground with SiC papers of increasing grit fineness (P120 to P2400) 
and then rinsed with distilled water and stored for 24 hours before the experiments began.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Reference electrode 
(Hg/HgCl2/Cl
-
) 
Working 
electrode 
(steel coupon) 
Diameter = 2cm 
Auxiliary 
electrode  
(Pt mesh) 
0.1M Tris/HCl pH7 
medium, 
 ([Cl
-
] = 0,1M)  
V = 60ml 
  
N
2
 N
2
 
Inlet for the 
insertion of 
the enzyme 
solution 
T= 37°C  
Figure 1: Scheme of the experimental setup. 
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Saturated calomel electrodes (SCE) from Materials Mates Sentek were used as references and 
platinum (Pt, 10% Ir) meshes, connected with a platinum (Pt, 10% Ir) wire, from Goodfellow were 
used as counter electrodes. The Pt electrode was cleaned before use by heating it in the oxidizing 
flame of a gas burner. 
The medium in which the electrodes were immersed was 0.1 M pH7 Tris/HCl containing 0.1 M Cl-. 
This was a compromise between the pH8 of the purification process and the pH6.3 which is the 
optimum of hydrogenase towards the hydrogen production [37]. 
The electrochemical cell was hermetically closed and the temperature was maintained at 37°C with a 
water-bath. Nitrogen was continuously bubbled into the solution for 1 hour before the working 
electrodes were inserted. After the deoxygenation, the surface of the steel coupon was immersed in 
the solution and the nitrogen flow was maintained above the solution surface during the whole 
experiment. After 1 hour and 15 minutes of immersion, hydrogenase solution or control solutions 
were injected with a syringe (Hamilton) in strict anaerobic conditions, oxygen having been removed 
from the syringe with nitrogen. 
 
2.3. Electrochemical measurements 
 
The electrochemical measurements were performed by using a VMP2 multipotentiostat (Bio-Logic, 
SA) monitored by the software EC-lab 9.98. 
  
2.3.1. Open-circuit potential or free corrosion potential 
The open-circuit potential (Eoc), also called free corrosion potential, was monitored over time when 
the steel coupon was immersed in the solution for 24 hours. 
 
2.3.2. Voltammetry 
Voltammetries were performed around the open-circuit potential from Eoc to Eoc -20 mV to Eoc +20 
mV, at 0.167 mV/s. Voltammograms were made just before the injection, and after the injection at 
10 minutes, 30 minutes, every 30 minutes up to 5 hours and then at 24 hours.  
The slope of the polarization curve in the vicinity of the corrosion potential (dj/dE) was proportional 
to the corrosion rate (which was proportional to the corrosion current density) and corresponded to 
the inverse of the polarization resistance (Rp) [38],[39] as in Eq.10.  
 
ǁheƌe B is a ĐoŶstaŶt depeŶdiŶg oŶ Tafel ĐoŶstaŶts βa aŶd βc. 
 
 � = 1ߚ� + 1ߚ� Eq.11. 
 
Slopes were obtained by taking 100 points around Eoc.  
 ��௢�� = ��௣ = � (݀�݀�)�����  Eq.10. 
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2.3.3. Impedance 
EIS measurements were performed just before the injection, and 5 hours and 24 hours after the 
injection. Electrochemical impedance diagrams were drawn at Eoc and at -20 mV/Eoc with a frequency 
range from 100 kHz to 10 mHz, 10 points per decade and an amplitude of 10 mV peak to peak. The 
impedance was modeled with EC-lab® software. 
 
3. Results and discussion 
 
3.1. Impact of hydrogenase on the corrosion of mild steel 
 
Mild steel (S235JR) coupons were immersed in a Tris/HCl 0.1 M pH7 (0.1 M Cl-) medium for 24 hours. 
After a stabilization of the free potential for 1 hour and 15 minutes, cyclic voltammetry was 
performed to determine the slope of the polarization curve just before the injection. Then 50 µL 
volumes of hydrogenase (Hase) solution were injected in strictly anaerobic conditions (t=0). Several 
control experiments were performed by injecting the control solution without hydrogenase or just 
the Tris/HCl medium (0.1 M pH7). The compositions of the different injected solutions are reported 
in Table 1.  
 Tris/HCl DTT Dithionite Desthiobiotin Hase 
Hydrogenase solution 
in the aliquot 
0.1 M pH8 
[NaCl] = 0.15 M 
2 mM 2 mM 2.5 mM 
0.605 
µmol/L 
Controls 
Control 
solution 1 
0.1 M pH8 
[NaCl] = 0.15 M 
2 mM 2 mM 2.5 mM - 
Tris/HCl 
medium 
0.1 M pH7 
[Cl
-
] = 0.1 M 
- - - - 
Table 1: Composition of the injected solutions. 
 
The variation of the open-circuit potential (Eoc) was recorded versus time for 24 hours. No significant 
potential evolution was observed when injecting the Tris/HCl medium (0.1 M pH7) (Figure 2), which 
proves there was no introduction of oxygen in the cell during injection of the solution. Addition of 
hydrogenase solution caused a fast increase in potential, which reached -0.688V vs SCE in 3 hours. 
When control solution 1 (solution without hydrogenase) was injected, the open-circuit potential also 
increased but less quickly than with hydrogenase (lower slope). Potential ennoblement also occurred 
during the first hours after injection.      
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Figure 2: Open-circuit potential (Eoc) versus time for S235JR mild steel electrodes in 0.1 M Tris-HCl pH7 medium. Injection 
at t=0
+
 of 50 µL of: ◊ Tris-HCl medium, ○ CoŶtrol solutioŶ ϭ, ∆ Hase solutioŶ. 
“oŵe poteŶtial eŶŶoďleŵeŶt ǀalues ;∆EͿ ǁeƌe ĐalĐulated ďǇ suďtƌaĐtiŶg the staƌtiŶg poteŶtial ;just 
before the injection) from the value of the potential at a given time. Figure 3 ƌepoƌts the aǀeƌage ∆E 
for experiments with Tris-HCl (0.1 M pH7) medium, control solution 1 and hydrogenase solution. The 
standard deviation encompassed the minimum and maximum values measured for each experiment. 
In the Tris-HCl (0.1 M pH7) medium, there was no ennoblement of the potential and E oscillated 
between -3 and +3 mV after 24 hours. However, when injecting hydrogenase solution, a potential 
ennoblement of 41 mV in 3 hours was observed and remained stable (44 mV after 24 hours). When 
control solution 1 was injected, there was also a potential ennoblement (31 mV after 24 hours). The 
increase of the free potential was more gradual with control solution 1 (just 8 mV after 3 hours) than 
with hydrogenase, for which the potential jump was clearly observed. Assuming the kinetics of the 
anodic reaction to be the same over time, the Eoc ennoblement may be attributed to the catalysis of 
the cathodic process [40], [41]. Indeed the injection of hydrogenase may induce catalysis of the 
reduction of proton (or water) into hydrogen. By accelerating this cathodic reaction, hydrogenase 
will accelerate the corrosion process of S235JR mild steel. However, the potential jump observed 
after injection could not be attributed only to hydrogenase since an increase was also observed when 
introducing the control solution. Consequently, the additional molecules present in the medium can 
also be said to have an impact on corrosion. 
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 Figure ϯ: PoteŶtial eŶŶoďleŵeŶt ∆E ;Eoc(t)-Eoc(t=0)) versus time after 50 µL injection (point 0 = just before the injection) 
for S235JR mild steel electrodes in 0.1 M Tris-HCl pH7 medium of ◊ Tris-HCl medium, ○ CoŶtrol solutioŶ ϭ, ∆ Hase solutioŶ. 
Voltammetries performed in the vicinity of Eoc gave the polarization resistance (Rp). Figure 4 shows 
the inverse of Rp (1/Rp), which corresponds to the slope obtained on voltammograms, and indicates 
the evolution of the corrosion rate. Experiments were repeatable, the starting value of 1/Rp was the 
same around 1.1.10-3 ϭ/;Ω.Đŵ²Ϳ. IŶ Tƌis-HCl (0.1 M pH7) medium, 1/Rp decreased a little over time 
and remained stable at values close to 8.7.10-4 ϭ/;Ω.Đŵ²Ϳ afteƌ ϯ houƌs aŶd ϱ.ϵ.ϭϬ-4 ϭ/;Ω.Đŵ²Ϳ afteƌ Ϯϰ 
hours. 
 
 
Figure 4: 1/Rp (slope of polarization curve) versus time for S235JR mild steel electrodes in 0.1 M Tris-HCl pH7 medium. 
Injection at t=0
+
 of 50 µL of: ◊ Tris-HCl medium, ○ CoŶtrol solutioŶ ϭ, ∆ Hase solutioŶ. 
Injecting the control solution led to a fall of 1/Rp and around 3 hours after the injection, 1/Rp became 
stable (5.0.10-5 ϭ/;Ω.Đŵ²ͿͿ, this ǀalue is ǀeƌǇ loǁ Đoŵpaƌed to that oďtaiŶed iŶ Tƌis-HCl (0.1 M pH7) 
medium.  
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During the first hour after the injection of hydrogenase solution, 1/Rp values followed those of 
control solution. Then, after one hour of decrease, the 1/Rp values increased again, to reach 4.0.10
-4 
ϭ/;Ω.Đŵ²Ϳ ǁhiĐh is Đlose to ǀalues oďtaiŶed iŶ Tƌis-HCl (0.1 M pH7) medium.  
To sum up, these findings confirmed that hydrogenase had an impact on corrosion and could 
accelerate the corrosion rate by catalyzing the cathodic reaction, but the presence of additional 
chemicals in the solution did not allow full expression of the hydrogenase impact on mild steel 
corrosion. Indeed, the results obtained for the injection of the control solution gave parameters that 
counterbalanced one another (Figure 3 and Figure 4). The evolution of the corrosion rate over time 
with additional molecules from the control solution was surprising. According to the potential 
ennoblement (Figure 3), it would seem that additional molecules enhanced the corrosion process, 
but the corrosion rate decreased when such molecules were injected (Figure 4). Thus, hydrogenases 
and additional molecules have an antagonistic effect on the corrosion rate. The molecules contained 
in the control solution certainly changed the surface state of the mild steel electrode that may 
partially hide the hydrogenase effect.  
To improve our understanding of the impact of hydrogenase on corrosion, it was necessary to 
deepen the study on the additional molecules. The rest of the study focused on additional molecules 
and experiments were performed without hydrogenase. 
3.2. Impact of molecules from the purification process on the corrosion of mild steel 
 
Experiments were carried out with the same procedure as described above. To exacerbate the 
phenomena seen previously with additional molecules, the amount of solution injected was 
increased to 300 µL (rather than 50 µL as done previously). Moreover, beyond a certain level, there 
was no significant gain in the evolution of the electrochemical response; the system arrived at 
saturation (curves not shown). 
 
3.2.1. Control solutions with different additional molecule compositions 
 
Different compositions of control solutions were injected into the electrochemical cell. They are 
given in Table 2. The variation of the open-circuit potential was recorded versus time for 24 hours 
(Figure 5 (a)Ϳ aŶd ∆E ǁas ĐalĐulated as pƌeǀiouslǇ ;Figure 5 (b)).  
 
 
Tris/HCl 
0.1 M 
DTT 
(2 mM) 
Dithionite 
(2 mM) 
Desthiobiotin 
(2.5 mM) 
Tris/HCl medium pH7    
Control solution 1 pH8 × × × 
Control solution 2 pH8 ×   
Control solution 3 pH8 ×  × 
Control solution 4 –A- pH8  × × 
Table 2: Composition of control solutions tested. 
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Figure 5: (a) Open-circuit potential (EocͿ versus tiŵe, ;ďͿ poteŶtial eŶŶoďleŵeŶt ;ΔEͿ versus tiŵe, for SϮϯϱJR ŵild steel 
electrodes in 0.1 M Tris-HCl pH7 medium. Injection at t=0
+
 of 300 µL of different compositions of control solutions: ◊ Tris-
HCl medium, ○ CoŶtrol solutioŶ ϭ, ∆ Control solution 2, □ CoŶtrol solutioŶ ϯ, □ CoŶtrol solutioŶ ϰ –A-. 
 
As in the preceding experiments, the injection of Tris-HCl (0.1 M pH7) medium induced no significant 
evolution of Eoc over time. In contrast, injecting control solutions containing DTT (control solutions 1, 
2 and 3) caused a Eoc jump. Most of the potential ennoblement occurred in the first hour and tended 
to stabilize thereafter (Figure 5 (b)). Afteƌ Ϯϰ houƌs, ∆E ǁas aďout ϯϬ-35 mV for all control solutions 
with DTT. Moreover, by comparing the evolution of Eoc ennoblement in Figure 3 and Figure 5, it can 
be seen that the injection of 6 times more control solution 1 (300 µL rather than 50 µL) induced a 
drastically faster increase of the Eoc. IŶ oŶlǇ half aŶ houƌ, ∆Eoc reached 17 mV with 300 µL while, with 
50 µL injected, it took 5 hours to reach the same value. 
For the control solution without DTT (control solution 4-A-), a potential fall occurred just after the 
iŶjeĐtioŶ ;∆E = -27mV at 1 hour). The free potential then tended to stabilize and increased gradually 
to ƌeaĐh a ∆E of -5 mV after 24 hours. 
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With all control solutions, 1/Rp (Figure 6) dropped significantly just after the injection, reaching 6.10
-5 
ϭ/;Ω.Đŵ²Ϳ afteƌ Ϯϰhouƌs. IŶ ĐoŵpaƌisoŶ, a ǀeƌǇ loǁeƌ eǀolutioŶ of ϭ/Rp was recorded with Tris/HCl 
(0.1 M pH7) medium. Additional molecules, with or without DTT, induced a fast decrease of the 
corrosion rate that may be attributed to a decrease of the surface reactivity in their presence. 
For the control solution without DTT (4-A-), the evolution of Eoc, that first decreased and then tended 
to come back to the initial value after 24 hours, is in accordance with the diminution of the corrosion 
rate. For control solutions containing DTT, parameters counterbalanced one another as seen in the 
previous experiment. The injection of these control solutions induced a potential ennoblement on 
the one hand, and a fall of the corrosion rate on the other. So on the one hand, DTT could introduce 
a new cathodic reaction that would occur at a less cathodic potential than the proton (water) 
reduction. On the other hand, changes in the surface state on the mild steel electrode may explain 
the decrease of corrosion rate, as for instance the additional molecules may mask the active surface. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6: 1/Rp (slope of polarization curve) versus time for S235JR mild steel electrodes in 0.1 M Tris-HCl pH7 medium. 
Injection at t=0
+
 of 300 µL of different composition of control solutions: ◊ Tris-HCl medium, ○ CoŶtrol solutioŶ ϭ, ∆ Control 
solution 2, □ CoŶtrol solutioŶ ϯ, □ CoŶtrol solutioŶ ϰ-A-. 
Impedance experiments were carried out to investigate these ideas in greater depth and to observe 
the global behavior of mild steel in Tris/HCl (0.1 M pH7) medium, control solution 1 and control 
solution 4-A- just before the injection, at t=5h, and at t=24h. Figure 7 shows the impedance response 
of mild steel exposed in Tris/HCl medium. On the Nyquist diagrams (global and zoom, Figure 7 (a) 
and (b)), two to three phenomena could be identified. At high frequencies (HF: 100 kHz to 1 kHz) 
there was a semi-circle with a small diameter (Figure 7 (b)) that decreased with time. At medium 
frequencies (MF: 1 kHz to 0.4 Hz) there was a depressed semi-circle that tended to curl below the 
horizontal axis at low frequencies (LF: 0.4 Hz to 10 mHz). The Bode phase angle vs. frequency (Figure 
7 (d)) confirmed the occurrence of these three phenomena with the presence of two minima (HF and 
MF) and one maximum (more or less clearly defined at LF). 
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Figure 7: Impedance diagrams of S235JR mild steel electrodes plotted at Eoc at t=0 (just before the injection), t=5h and 
t=24h in 0.1 M Tris-HCl pH7 medium. Injection at t=0
+
 of 300 µL Tris/HCl medium. (a) Nyquist plot, (b) Nyquist zoom-in, (c) 
log imaginary modulus vs log frequency, (d) Bode phase angle vs log frequency. 
In order to quantitatively characterize these phenomena, the electric model: Rs + Q1//R1+Q2//R2 was 
used (Figure 8 (a)), where Rs is the electrolyte resistance, Q1 and R1 are the parameters 
corresponding to the small depressed circle at HF and R2 and Q2 those corresponding to the 
depressed semi-circle at MF. The phenomenon at LF was not sufficiently well defined to be 
quantified, so only a qualitative description will be given. The impedance of a CPE (Constant Phase 
Element) characterized by the parameters Q and  is given by Eq.12.  
 ����ሺ�ሻ =  1ܳሺ��ሻ� Eq.12. 
 
Q aŶd α aƌe iŶdepeŶdeŶt of the fƌeƋueŶĐǇ. α is diŵeŶsioŶless. WheŶ α=ϭ, Q has uŶits of a 
ĐapaĐitaŶĐe ;FͿ aŶd ƌepƌeseŶts the ĐapaĐitaŶĐe of the iŶteƌfaĐe. WheŶ Ϭ<α<ϭ, Q is eǆpƌessed iŶ   
(F.sα-1) [42]. 
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Figure 8: (a) Rs + Q1//R1 + Q2//R2 electric model to fit the two distinct semi-circles observed on the Nyquist plot (Figure 7). 
Rs = solution resistance, R1 and R2 = resistances corresponding to the circle diameters at HF and MF respectively; Q1,α1; 
Q2, α2 = ĐharaĐteristiĐ paraŵeters of CPE at HF aŶd MF respeĐtively. ;ďͿ R’s + Q2//R2 electric model to fit the depressed 
semi-circle observed at MF. 
The two semi-circles were analyzed separately. The HF signal was simulated using the HF part of the 
circuit shown in Figure 8 and the MF with the model shown in Figure 8 (b). Table 3 reports the 
impedance parameters and it can be seen that Rs varied little during the tests (values around 48-59 
Ω.Đŵ²Ϳ. 
  HF MF 
t (h) 
Rs 
;Ω.Đŵ²Ϳ 
R1 
;Ω.Đŵ²Ϳ 
Q1 
(F.sα-1) 
α1 C1  (µF/cm²) 
ɷ 
(nm) 
R2 ;Ω.Đŵ²Ϳ Q2 (F.sα-1) α2 C2 (µF/cm²) 
0 59 43 1.5.10-4 0.8 17 62 814 1.4.10-3 0.8 167 
5 58 8 - 1 2 485 1108 1.3.10-3 0.8 165 
24 49 8 - 1 2 530 1253 1.4.10-3 0.8 198 
Table 3: Evolution in time of impedance parameters for S235JR mild steel electrodes in 0.1 M Tris/HCl pH7 medium, from 
Figure 7, for Eoc measurement. 
 
At HF, the small resistance values obtained (8-ϰϯ Ω.Đŵ²Ϳ, espeĐiallǇ ǁheŶ the immersion time 
increased, suggest that the HF phenomenon was related to the presence of oxides on the steel 
surface. The capacitance C1 was then calculated using the Eq.13., which was derived from the power-
law distribution of Hirschorn et al. [43], [44]. This expression worked well for such diverse systems as 
aluminum oxides and oxides on stainless steel. This method of calculation is preferred in the case of 
normal distribution of resistivity and provides the most accurate assessment of CPE parameters in 
terms of physical properties [45]. 
 ܥ = �ܳሺ����0ሻଵ−� 
where � = 1 + ʹ.88ሺ1 − �ሻ2.ଷ7ହ Eq.13.  
 
with ρɷ the resistivity of the oxide, ɸ0 the vacuum permittivity, equal to 8.85.10-14 F/cm, and ɸ the 
permittivity inside the oxide, equal to 12, which is the number habitually used for iron oxides [46]. 
 
Eq.13. can also be expressed as: 
 
 ܥ = ሺ�ܳሻଵ�ሺߜ��ሻଵ−��  Eq.14. 
 ܥ = ሺ�ܳሻଵ�ሺ�ଵܵሻଵ−��  Eq.15. 
ǁith ɷ the filŵ thiĐkŶess aŶd �ଵ = ���� . 
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Before injection (t=0), the capacitance was calculated to be 17 µF/Đŵ². At t=ϱ aŶd Ϯϰh, siŶĐe α1 was 
equal to 1, Q1 can be identified as the capacitance C1. The value was stable and equal to 2 µF/cm². 
The thickness of the oxide film can be estimated using the following equation:  
 
 ߜ = ߝߝ0ܥ  Eq.16. 
 
Before the injection, the thickness of the oxide layer was evaluated to be 62 nm. After injection it 
rapidly increased to attain 485 nm after 5 hours, and then remained stable (530 nm after 24 hours). 
This thickness evolution is in agreement with the high corrosion rate observed. 
At MF, linear parts were observed on the plot of the modulus of the imaginary component of the 
impedance vs. the frequency in logarithmic coordinates (Figure 7 (c)). The slope values of these linear 
paƌts ǁeƌe used to deteƌŵiŶe α2 values in order to confirm whether the system had a constant phase 
element (CPE) behavior or purely capacitive behavior [47]-[ϰϵ]. Foƌ all iŶstaŶts, the α2 values were 
found to be equal to 0.8, so lower than 1, confirming a CPE behavior, i.e. the system exhibited a 
heterogeneous distribution of time constants. The effective capacitances associated with the CPE 
were calculated using Eq.17., which was derived by Brug et al. [50]: 
 
 ܥௗ� = ܳభ� ቀ ଵோ′� + ଵோ2ቁ�−భ�             ǁith R’s=Rs+R1 
 
Eq.17. 
The values of capacitances varied from 155 to 198 µF/cm² which is in the high range of a double layer 
capacitance (classically in the range of 10 - 100 F/cm² [47]). Thus it can be assumed that the CPE 
behavior was due to a surface distribution of time constants linked to the charge transfer. 
Consequently, the diameter, R2, of the depressed semi-circles can be attributed to a charge transfer 
resistance (RctͿ, ǁhiĐh osĐillated aƌouŶd ϭϬϬϬ Ω.Đŵ² aŶd iŶĐƌeased a little ǁith tiŵe: +ϰϬϬ Ω.Đŵ² 
after 24 hours. As a first approach, it can be assumed that this small increase indicates a small 
decrease in the corrosion rate since the electron transfer on the interface decreases, which is in 
accordance with the 1/Rp evolution (Figure 4 and Figure 6). 
 
Impedance spectra were also drawn at a cathodic potential (-20 mV/Eoc): the corresponding Nyquist 
plots are given in Figure 9. For each immersion time, the graphs drawn at -20 mV/Eoc are identical to 
those drawn at Eoc except at LF, where the depressed semi-circles displayed a higher diameter and no 
curl below the horizontal axis was observed. Thus, the LF signal obtained at Eoc can be attributed to 
an anodic phenomenon, rather than a cathodic one. As the curves tend to curl and go below the 
horizontal axis, it can be assumed that an adsorption phenomenon existed. 
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Figure 9: Impedance diagrams of S235JR mild steel electrodes plotted at -20 mV/Eoc at t=0 (just before the injection), t=5h 
and t=24h in 0.1 M Tris-HCl pH7 medium. Injection at t=0
+
 of 300 µL Tris/HCl medium. (a) Nyquist plot, (b) Nyquist zoom 
Over time, impedance measurement confirmed that mild steel electrodes immersed in a Tris/HCl (0.1 
M ph7) medium are submitted to general corrosion that led to the formation of a thick oxide layer 
(R1), and due to this layer, the corrosion rate decreased a little as demonstrated in the previous 
electrochemical tests (Figure 5 and Figure 6). 
For the experiments corresponding to the injection of control solution 1 (Figure 10), the impedance 
signal before injection was the same as for the control medium (Tris/HCl) (Figure 7), which indicates 
the reproducibility of the initial conditions. As can be seen in the Nyquist plot (Figure 10 (a) and (b)), 
after the injection of control solution 1 (2 mM DTT, 2 mM dithionite, 2.5 mM desthiobiotin), three 
phenomena occurred. At HF, a small semi-circle was also observed as in Tris/HCl medium, but it was 
not well-defined and less and less so with time. At MF, the depressed semi-circle obtained before 
injection became a large semi-circle that flattened at LF corresponding to two phenomena. At LF, the 
initial signals (curl below the horizontal axis) evolved as another capacitive or a diffusive 
phenomenon occurred. The plot of the imaginary modulus and Bode phase angle vs. frequency 
(Figure 10 (c) and (d)) confirmed the occurrence of those three phenomena. 
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Figure 10: Impedance diagrams of S235JR mild steel electrodes plotted at Eoc at t=0 (just before the injection), t=5h and 
t=24h in 0.1 M Tris-HCl pH7 medium. Injection at t=0
+
 of 300 µL of control solution 1. (a) Nyquist plot, (b) Nyquist zoom-in, 
(c) log imaginary modulus vs log frequency, (d) Bode phase angle vs frequency. 
For the initial signals (t=0), Rs and the parameters corresponding to the small circle (HF) and the 
depressed semi-circle (MF) were calculated following the same model as with Tris/HCl medium 
Figure 8. For signals obtained at 5 hours and 24 hours after the injection, it was assumed that the 
flattened semi-circle obtained at medium and low frequencies was due to two phenomena, one 
capacitive at MF and the other (capacitive or diffusive) at LF. Thus the signal was simulated with the 
following models: Rs + Q1//R1+Q2//R2+Q3//R3 (Figure 11 (a)) or Rs + Q1//R1+Q2//(R2+W) (Figure 11 (b)). 
In Figure 11 (b), the model used involves a Warburg term corresponding to a diffusion phenomenon. 
The Warburg impedance can be defined as in Eq.18.  
 
 ����௕௨��ሺ�ሻ =  �√�� Eq.18. 
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In both cases, the theoretical signal obtained did not fit the experiments really well. Consequently, 
just the first part of the semi-ĐiƌĐle at MF ǁas aŶalǇzed, ďǇ usiŶg the folloǁiŶg ŵodel: R’s + Q2/R2 
;ǁheƌe R’s=R1+R2), knowing that another phenomenon also occurred at the interface at LF. 
 
 
Figure 11: (a) Rs + Q1//R1 + Q2//R2 + Q3//R3 electric model to fit one semi-circle at HF and two semi-circles, non-distinct at 
MF and LF, observed on the Nyquist plot (Figure 10). Rs = solution resistance, R1, R2 and R3 = resistances corresponding to 
the circle diameters at HF, MF and LF respectively; Q1, α1, Q2, α2 and Q3, α3 = characteristic parameters of CPE at HF, MF 
aŶd LF respeĐtively. ;ďͿ R’s + Q2//(R2+W) electric model to fit the flattened depressed semi-circle observed at MF and LF. 
Values of impedance parameters are gathered in Table 4. Throughout the immersion test, Rs 
remained stable (around 60-ϳϬ Ω.Đŵ²Ϳ. At HF, the seŵi-circles were not well defined. However, as 
previously, the resistances estimated are small and the HF circle can be attributed to an oxide layer 
developing on the surface of the mild steel electrode. The capacitance and the film thickness were 
calculated using Eq.15. and Eq.16., respectively. The capacitances were in the range of 10 to 26 
µF/cm² and the film thickness tended to increase with the immersion time to reach 110 nm after 24 
hours. This smaller thickness is in accordance with the smaller corrosion rate observed with the 
control, compared to what happened in the Tris-HCl medium. 
 
  HF MF 
t (h) 
Rs 
;Ω.Đŵ²Ϳ 
R1 
;Ω.Đŵ²Ϳ 
Q1 
(F.sα-1) 
α1 C1 (µF/cm²) 
ɷ 
(nm) 
R2 
;Ω.Đŵ²Ϳ 
Q2 
(F.sα-1) α2 
C2 
(µF/cm²) 
0 72 23 1.9.10-3 0.6 26 42 829 1.4.10-3 0.8 157 
5 70 10 2.3.10-4 0.9 17 63 8761 3.1.10-4 0.8 39 
24 62 10 2.3.10-4 0.8 10 110 8471 4.1.10-4 0.8 52 
Table 4: Evolution in time of impedance parameters for S235JR mild steel electrodes. Injection at t=0
+
 of control solution 1 
from Figure 10 for Eoc measurement. 
At MF, the 2 values were found to be lower than 1, indicating CPE behavior. The capacitance, 
calculated using Eq.17., decreased after the injection of control solution 1 and remained around 40-
50 µF/cm². These values correspond to double layer capacitance values. Thus, R2 can be attributed to 
a charge transfer resistance that increased radically after the injection of control solution 1 (10 times 
the initial value). Consequently, as the surface of mild steel was more resistive or less reactive, the 
corrosion rate decreased, which confirms the Rp results (Figure 6). 
In presence of control solution 4-A- (2 mM dithionite, 2.5mM desthiobiotin) two principal 
phenomena were observed at t=5h and 24h in the Nyquist plot (Figure 12 (a) and (b)). At HF and at 
MF-LF, two depressed semi-circles were present. The imaginary modulus and Bode phase angle vs. 
frequency plots (Figure 12 (c) and (d)) confirm the occurrence of those two phenomena. 
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Figure 12: Impedance diagrams of S235JR mild steel electrodes plotted at Eoc at t=0 (just before the injection), t=5h and 
t=24h in 0.1 M Tris-HCl medium, pH7. Injection at t=0
+
 of 300 µL control solution 4-A. (a) Nyquist plot, (b) Nyquist zoom-
in, (c) log imaginary modulus vs log frequency, (d) Bode phase angle vs frequency. 
 
Rs and the parameters corresponding to the small circle (HF) and the depressed semi-circle (MF) 
were calculated following the same model as with Tris/HCl medium (Figure 8) and the values of 
impedance parameters are given in Table 5.  
During the experiment, Rs ƌeŵaiŶed staďle ;aƌouŶd ϱϬ Ω.Đŵ²Ϳ. The HF seŵi-circle tended to decrease 
in terms of diameter (R1 aƌouŶd ϮϬ Ω.Đŵ² afteƌ the iŶjeĐtioŶͿ. The ĐapaĐitaŶĐe C1 (10 - 14 µF/cm²) 
was calculated using the power-law (Eq.15.). As before, this HF circle can be attributed to an oxide 
layer occurring at the surface of the mild steel electrode. The film thickness evaluation evolved as 
with control solution 1 and reached 110 nm. 
At MF, the capacitance decreased after the injection of control solution 4-A- and remained around 50 
µF/cm² as with control solution 1. This value corresponds perfectly to a double layer capacitance and 
the associated resistance of the depressed semi-circle can be attributed to a charge transfer 
resistance that increased radically after the injection of control solution 4-A (15 times the initial value 
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after 24 hours). Consequently, as the surface of mild steel was more resistive or less reactive, the 
corrosion rate decreased (as already shown in Figure 6). Moreover, as the resistance was greater 
than with control solution 1, the corrosion rate had to be lower. This difference was however not 
found with the Rp tests (Figure 6). 
  HF MF 
t(h) Rs 
;Ω.Đŵ²Ϳ 
R1  
;Ω.Đŵ²Ϳ 
Q1  
(F.sα-1) 
α1 C1  
(µF/cm²) 
ɷ  
(nm) 
R2  
;Ω.Đŵ²Ϳ 
Q2  
(F.sα-1) 
α2 C2  
(µF/cm²) 
0 58 44 1.7.10-4 0.8 14 78 1083 1.2.10-3 0.8 146 
5 54 25 1.3.10-4 0.9 14 79 13518 4.0.10-4 0.8 47 
24 44 23 1.4.10-4 0.8 10 110 16744 3.8.10-4 0.9 53 
Table 5: Evolution in time of impedance parameters for S235JR mild steel electrodes. Injection at t=0
+
 of control solution 
4-A-. 
 
In conclusion, in presence of DTT, some parameters counterbalanced one another: Eoc increased 
(Figure 5) whereas the corrosion rate decreased as shown by the evolution of 1/Rp (Figure 6) and the 
increase of Rct (Table 4). Without this molecule, although the injection of the control solution (4-A-) 
involved a simultaneous decrease of Eoc and the corrosion rate (Rct increased), parameters all went in 
the right direction for the phenomena to be understood. In this way, DTT can be claimed to pollute 
the electrochemical signal (Eoc monitoring). Without this molecule, it is possible that the injection of 
hydrogenase solution may induce a potential jump which would be the effect of the enzyme only and 
not of additional molecules. Actually, DTT was used to avoid the inhibition of hydrogenase by 
possible traces of oxygen. Experimental conditions (work in a glove box for the purification and 
sealing of aliquots) would allow DTT to be removed from the experiment protocol. Moreover, we 
have shown that the injection of control solution without DTT using a gastight syringe showed no 
introduction of oxygen (as seen in Figure 5). Different control solutions without DTT were then 
tested. 
3.2.1.  Influence of additional molecules in control solutions without DTT 
 
So far, the concentrations of dithionite and desthiobiotin have been respectively 2 and 2.5 mM. After 
the hydrogenase purification, activity tests were performed in both senses: consumption and 
production of hydrogen. In fact, dithionite was observed to lead to a hydrogen salting-out, which 
distorted activity results for hydrogenase. In consequence, it was decided to decrease the 
concentration of dithionite in the purification process to 0.5 mM, which could also improve the 
understanding of hydrogenase impact on corrosion, since dithionite also played a role in the 
corrosion of mild steel. 
Moreover, to increase the concentration of hydrogenase obtained after the purification process, the 
amount of desthiobiotin was increased. At first, 10 mM of desthiobiotin was used to elute the 
protein and, after some tests, an optimized reduced concentration of 7.5 mM was chosen. As it was 
supposed that desthiobiotin was inert with respect to corrosion, the fact that the amount of this 
molecule was increased in our tests did not seem to be important. 
The control solutions without DTT were tested, as was done previously, by injecting 300 µL of control 
solutions in a Tris/HCl (0.1 M ph7) medium. Compositions are given in Table 6. 
 
 Chapitre 4 – Molécules additionnelles  - 
113 
 
 Tris/HCl Dithionite Desthiobiotin 
Concentration 0.1 M 
pH8 
2 mM 0.5 mM 2.5 mM 7.5 mM 10 mM 
Control solution 4 -A- × ×  ×   
-B- ×  ×  ×  
-C- ×  ×   × 
Table 6: Composition of control solutions 4 (without DTT). 
 
Injecting control solutions with different dithionite and desthiobiotin compositions always caused a 
decrease of the Eoc (Figure 13) in comparison with the injection of Tris/HCl (0.1 M pH7) medium. In all 
3 cases, injecting additional chemicals had an impact on Eoc in the early hours and then Eoc tended to 
stabilize. When the 
ௗ��ℎ�௢௡��௘ௗ௘௦�ℎ�௢௕�௢��௡  ratio was the highest (control solution 4 –A-: ratio = 0.8) there was a 
major potential fall, the Eoc always stayed under the Eoc found in Tris/HCl medium. For the other two 
control solutions (B and C), there was also a potential fall but after around 8 hours, the open-circuit 
potential followed the Eoc evolution in Tris-HCl medium. Consequently, dithionite can be claimed to 
have a greater influence on Eoc than desthiobiotin and seemed, in our conditions, to inhibit the 
corrosion process. The control solution that gave the lowest potential variation according to Tris/HCl 
medium (Figure 13) was 4-B. Comparing the control solutions 4 –C and B, the diminution of the 
concentration of desthiobiotin (4-B) involved fewer molecules that could cover the surface of mild 
steel and thus protect the surface from the corrosion process. 
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Figure 13: (a) Open-circuit potential (EocͿ versus tiŵe, ;ďͿ poteŶtial eŶŶoďleŵeŶt ΔE ;E-Eoc) versus time for S235JR mild 
steel electrodes in 0.1 M Tris-HCl pH7 medium. Injection at t=0
+
 of 300 µL of different composition of eluents: ◊ Tris-HCl  
medium, □ CoŶtrol solutioŶ ϰ-A, ∆ Control solution 4-B, ○ CoŶtrol solutioŶ ϰ-C. 
As expected, injecting control solutions, led to a fall of 1/Rp in comparison with Tris-HCl medium 
(Figure 14). After 24 hours, 1/Rp was divided by ten. In all cases, injecting control solutions decreased 
the corrosion rate, as was suspected with the Eoc evolution. However, with less dithionite, the 
decrease was less immediate, and even less when there were fewer molecules (control 4-B). These 
results confirmed that dithionite and desthiobiotin had not the same influence on mild steel 
corrosion: dithionite had an important inhibiting effect (even with only 2 mM) and desthiobiotin had 
a mask effect of the active surface (dependent of concentration). 
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Figure 14: 1/Rp (slope of polarization curve) versus time for S235JR mild steel electrodes in 0.1 M Tris-HCl medium pH7. 
Injection at t=0 of 300 µL of control solutions 4 of different composition: ◊ Tris-HCl medium, □ CoŶtrol solutioŶ ϰ-A, ∆ 
Control solution 4-B, ○ CoŶtrol solutioŶ ϰ-C. 
The control solution that induced the least variation relatively to Tris-HCl (0.1 M pH7) medium was 
control solution 4-B- (with 0.5 mM of dithionite and 7.5 mM desthiobiotin). The use of this control 
solution for hydrogenase production should make it easier to progress in the understanding of the 
influence of hydrogenase on mild steel corrosion.  
 
Conclusion 
The usual process used to produce and purify [Fe-Fe]-hydrogenase from Clostridium acetobutylicum 
leads to pure enzyme solubilized in a medium containing three additional molecules to maintain its 
activity: DTT, dithionite, desthiobiotin. When these three molecules were present, the response to 
corrosion tests on mild steel iŶ pƌeseŶĐe of hǇdƌogeŶase ǁas ͚ĐoŶtaŵiŶated’ aŶd aŶtagoŶistiĐ effeĐts 
were recorded. On the one hand, hydrogenase seemed to increase the corrosion process. When 50 
µL of the hydrogenase solution was injected, there was a jump of Eoc up to 44 mV after 24 hours and 
1/Rp increased after a time lapse of 2 hours to reach 4.0.10
-4 ϭ/;Ω.Đŵ²Ϳ afteƌ Ϯϰ houƌs of iŵŵeƌsioŶ. 
On the other hand, without hydrogenase, there was a potential jump up to 27 mV after 24 hours and 
a simultaneous fall of 1/Rp to reach 5.10
-5 ϭ/;Ω.cm²) after 24 hours. Additional molecules in solution 
with hydrogenase are in competition with hydrogenase as far as the corrosion that occurs at the 
surface of S235JR is concerned. 
The electrochemical study on additional molecules showed that this antagonistic effect was mainly 
due to DTT. Without this molecule, the control solution induced a decrease of the corrosion process 
(decrease of Eoc and 1/Rp and increase of Rct). Therefore, tests on hydrogenase activity with or 
without DTT were carried out and, as the activity was maintained even in the absence of DTT, the 
DTT was now removed from the hydrogenase recovery and purification process.  
To improve the yield of the purification process, the concentration of desthiobiotin was increased to 
7.5 and 10 mM. At the same time, the concentration of dithionite was decreased to 0.5 mM because 
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of its competition with hydrogenase during activity tests. These changes did not impair the enzyme 
activity. Electrochemically, the better option was also to use a lower dithionite concentration. With a ௗ��ℎ�௢௡��௘ௗ௘௦�ℎ�௢௕�௢��௡ ratio of 0.8, the corrosion rate fell and the Eoc always stayed under the Eoc of the Tris/HCl 
(0.1 M pH7) medium. Of the two control solutions with only 0.5mM dithionite, the one that induced 
less variation with respect to the Tris-HCl (0.1 M pH7) medium was the control solution with 7.5 mM 
desthiobiotin. These results let us think that the presence of dithionite (0.5 mM) and destiobiotin 
(7.5 mM) will not pollute too much the potential evolution due to the hydrogenase. Work is in 
progress to test hydrogenase in these new conditions. 
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4. Résultats complémentaires 
 
Impédances supplémentaires 
DaŶs l’aƌtiĐle, soŶt seuleŵeŶt présentées les iŵpĠdaŶĐes à poteŶtiel d’aďaŶdoŶ ;Eoc) et à -20 mV/Eoc 
dans le cas du milieu Tris-HCl. D’autƌes tǇpes d’iŵpĠdaŶĐe oŶt ĠtĠ ƌĠalisĠs pour analyser plus 
fiŶeŵeŶt les speĐtƌes d’iŵpĠdaŶĐes à Eoc.  
Au poteŶtiel d’aďaŶdoŶ, la valeur absolue du courant cathodique est égale au courant anodique et le 
courant global est nul. A ce potentiel, les impédances obtenues sont donc la combinaison des 
impédaŶĐes aŶodiƋue et ĐathodiƋue. AfiŶ de s’affƌaŶĐhiƌ d’uŶe des deuǆ ĐoŵposaŶtes, aŶodiƋue ou 
cathodique, des impédances à potentiel cathodique et anodique ont été réalisées : à -20 mV/Eoc, à     
-20 mV/Eoc (t=0) et à +20 mV/Eoc (Tableau 1). AiŶsi, l’ĠǀolutioŶ des Đouƌďes d’iŵpĠdaŶĐe à poteŶtiel 
ĐathodiƋue et aŶodiƋue peƌŵet d’ideŶtifieƌ si le phĠŶoŵğŶe oďseƌǀĠ est lié à la branche anodique 
ou à la branche cathodique.  
Deuǆ tǇpes d’iŵpĠdaŶĐes à potentiel cathodique ont été réalisées : soit à -20 mV par rapport au 
poteŶtiel d’aďaŶdoŶ ;-20 mV/Eoc), ou bien -ϮϬ ŵV paƌ ƌappoƌt au poteŶtiel d’aďaŶdoŶ iŶitial ;-20 
mV/Eoc (t=0)). Ce dernier potentiel permet de se placer à un potentiel plus cathodique (puisque le 
poteŶtiel teŶd à augŵeŶteƌ au Đouƌs du teŵpsͿ et de ǀĠƌifieƌ l’Ġtat de suƌfaĐe paƌ ƌappoƌt au 
poteŶtiel d’aďaŶdoŶ iŶitial. Le potentiel de -20 mV/Eoc  iŵposĠ à l’ĠleĐtƌode de tƌavail est un 
potentiel cathodique mais qui reste toute de même peu cathodique. Il est possible que les 
ĐoŶtƌiďutioŶs aŶodiƋues puisseŶt eŶĐoƌe iŶflueƌ suƌ la ƌĠpoŶse de l’ĠleĐtƌode de tƌaǀail. DoŶĐ, se 
placer à un potentiel plus cathodique permettrait de mieux dissocier les phénomènes cathodiques 
des phénomènes anodiques.  
L’iŵpĠdaŶĐe à poteŶtiel aŶodiƋue Ŷ’a ĠtĠ ƌĠalisĠe Ƌu’eŶ fiŶ d’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶ. Mġŵe si le poteŶtiel 
iŵposĠ ƌeste pƌoĐhe du poteŶtiel d’aďaŶdoŶ ;+ϮϬ ŵVͿ, il est imposé durant 25 minutes. Cette 
technique risquerait d’engendrer des changements de surface et les changements dus aux molécules 
présentes en solution ne seraient alors plus identifiables. 
Types d’iŵpédaŶces réalisées  
t=0 
Eoc 
-20 mV/Eoc (t) 
t=5h 
Eoc 
-20 mV/Eoc (t) 
-20 mV/Eoc (t=0) 
t=24h 
Eoc (t) 
-20 mV/Eoc (t) 
-20 mV/Eoc (t=0) 
+20 mV/ Eoc (t) 
Tableau 1: Types d'impédances réalisées au cours de l'expérience électrochimique 
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Les eǆpĠƌiŵeŶtatioŶs d’iŵpĠdaŶĐe oŶt ĠtĠ au ŵoiŶs tƌiplĠes pouƌ chaque type de solution injectée. 
A t=0+, 300 µL des solutions suivantes, préalablement désaérées, ont été injectées dans les 
réacteurs : 
- Tris-HCl 0,1 M pH7 
- Tris-HCl 0,1 M pH7 contenant 2 mM de DTT, 2 mM de dithionite et 2,5 mM de desthiobiotine 
(solution contrôle 1) 
- Tris-HCl 0,1 M pH7 contenant 2 mM de dithionite et 2,5 mM de desthiobiotine (solution 
contrôle 4-A). 
Les Figure 1, Figure 2 et Figure 3 ƌegƌoupeŶt ƌespeĐtiǀeŵeŶt les diagƌaŵŵes d’iŵpĠdaŶĐes types 
oďteŶus loƌs de l’iŶjeĐtioŶ de ϯϬϬ µL du ŵilieu Tƌis-HCl 0,1 M pH7, de la solution contrôle 1 
(contenant entre autre du DTT) et  de la solution contrôle 4-A (ne contenant pas de DTT). Ces 
diagrammes seront simplement exploités pour identifier à quel phénomène – anodique ou 
cathodique – sont dues les évolutions des diagƌaŵŵes d’iŵpĠdaŶĐe à Eoc. Ils ne seront pas modélisés 
avec des circuits électriques équivalents. Les ĐoŵŵeŶtaiƌes suƌ l’ĠǀolutioŶ au Đouƌs du teŵps des 
phĠŶoŵğŶes à la suƌfaĐe de l’aĐieƌ daŶs les diffĠƌeŶts ŵilieuǆ ont déjà été donnés daŶs l’aƌtiĐle ϭ. 
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Figure 1 : Diagrammes de Nyquist à différents potentiels : ∆ Eoc, ○ -20 mV/Eoc, □ -20 mV/Eoc(t=0), ◊ +20 mV/Eoc, de l’aĐier 
S235JR en milieu Tris-HCl 0,1 M pH7. (a) t=0 (juste avant injection), (b) t=5h, (c) t=24h. Injection à t=0
+
 de 300 µL de Tris-
HCl 0,1 M pH7. 
0,4 Hz 
0,04 Hz 
0,4 Hz 
0,04 Hz 
-20
30
80
130
180
0 50 100 150 200 250 300 350
-Z
j (
Ω)
 
Zr (Ω) 
(a) 
0,4 Hz 
0,04 Hz 
0,4 Hz 
0,04 Hz 
-20
30
80
130
180
230
280
0 100 200 300 400
-Z
j (
Ω)
 
Zr (Ω) 
(b) 
0,4 Hz 
0,04 Hz 
0,04 Hz 
0,04 Hz 
0,4 Hz 
0,04 Hz 
-20
30
80
130
180
230
280
330
0 100 200 300 400 500
-Z
j (
Ω)
 
Zr (Ω) 
(c) 
 Chapitre 4 – Molécules additionnelles  - 
123 
 
 
Figure 2 : Diagrammes de Nyquist à différents potentiels : ∆ Eoc, ○ -20 mV/Eoc, □ -20 mV/Eoc(t=0), ◊ +20 mV/Eoc, de l’aĐier 
S235JR en milieu Tris-HCl 0,1 M pH7. (a) t=0 (juste avant injection), (b) t=5h, (c) t=24h. Injection à t=0
+
 de 300 µL de 
solution contrôle 1 (contenant le DTT). 
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Figure 3 : Diagrammes de Nyquist à différents potentiels : ∆ Eoc, ○ -20 mV/Eoc, □ -20 mV/Eoc(t=0), ◊ +20 mV/Eoc, de l’aĐier 
S235JR en milieu Tris-HCl 0,1 M pH7. (a) t=0 (juste avant injection), (b) t=5h, (c) t=24h. Injection à t=0
+
 de 300 µL de 
solution contrôle 4-A (ne contenant pas de DTT). 
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Les speĐtƌes d’iŵpĠdaŶĐes dessiŶĠs à t=Ϭ dans les Figure 1 (a), Figure 2 (a) et Figure 3 (a) sont 
similaires indiquant une bonne reproductibilité et un démarrage des mesures dans des conditions 
identiques. 
 
En milieu Tris-HCl, le poteŶtiel d’aďaŶdoŶ est plutôt staďle au Đouƌs du teŵps Đe Ƌui explique que les 
speĐtƌes d’iŵpĠdaŶĐe tƌaĐĠs à -20 mV/Eoc et -20 mV/Eoc(t=0) soient similaires (Figure 1). A 24 heures, 
uŶe lĠgğƌe dĠƌiǀe est oďseƌǀĠe, le poteŶtiel d’aďaŶdoŶ aǇaŶt lĠgğƌeŵeŶt augŵeŶtĠ, la mesure à -20 
mV/Eoc(t=0) a donc été réalisée à un potentiel plus cathodique. Les échanges électroniques sont donc 
plus iŵpoƌtaŶts à Đe poteŶtiel d’où uŶe ƌĠsistaŶĐe de tƌaŶsfeƌt de Đhaƌge plus faiďle (boucle avec un 
diamètre réduit). En milieu Tris-HCl, les courbes dessinées à -20 mV/Eoc sont quasiment identiques à 
celles dessinées à Eoc,  excepté à basses fréquences, pour lesquelles les boucles présentent un plus 
gƌaŶd diaŵğtƌe Ƌu’à Eoc. Ainsi à haute et moyenne fréquences, les phénomènes observés à Eoc sont 
des phénomènes cathodiques. Les signaux observés à basses fréquences à Eoc peuvent être attribués 
à des phénomènes anodiques plutôt que cathodiques. De plus, aucune boucle en-dessous de l’aǆe 
des aďsĐisses Ŷ’est oďseƌǀĠe à -20 mV/Eoc contrairement à Eoc laissant penser que des phénomènes 
d’adsoƌptioŶ de ŵolĠĐules se pƌoduiseŶt à ce dernier potentiel, dus à uŶe oǆǇdatioŶ plutôt Ƌu’à uŶe 
ƌĠduĐtioŶ. La Đouƌďe d’iŵpĠdaŶĐe dessiŶĠe à +ϮϬ ŵV/Eoc confirme cette contribution anodique 
observée à basse fréquence, puisque le diamètre du demi-cercle est inférieur à celui observé à Eoc et 
Ƌu’uŶe ďouĐle se foƌŵe sous l’aǆe des aďsĐisses. 
 
Loƌs de l’iŶjeĐtioŶ des solutioŶs ĐoŶtƌôles ϭ et ϰ-A, le poteŶtiel d’aďaŶdoŶ est augŵeŶtĠ pouƌ le 
premier et diminué pour le second. Les mesures réalisées à -20 mV/Eoc(t=0) se font donc à un potentiel 
plus cathodique pour la solution contrôle 1 et à un potentiel plus anodique pour la solution contrôle 
4-A Ƌu’à -20 mV/Eoc. En solution 4-A, le potentiel de -20 mV/Eoc(t=0) est finalement quasiment 
ĠƋuiǀaleŶt au poteŶtiel d’aďaŶdoŶ. Cette ŵesuƌe à -20 mV/Eoc(t=0) ne permet donc pas de s’affƌaŶĐhiƌ 
d’uŶe des deuǆ ĐoŶtƌiďutioŶs, aŶodiƋue ou ĐathodiƋue. Il auƌait fallu pouƌ Đela se plaĐeƌ à uŶ 
potentiel de -40 mV/Eoc, par exemple.  
 
Loƌs de l’iŶjeĐtioŶ de la solutioŶ ĐoŶtƌôle ϭ ;pƌĠseŶĐe de DTTͿ, les Đouƌďes d’iŵpĠdaŶĐes soŶt 
relatiǀeŵeŶt ideŶtiƋues apƌğs ϱ heuƌes d’iŵŵeƌsioŶ. Il Ŷ’est pas possiďle iĐi d’ideŶtifieƌ uŶe 
ĐoŶtƌiďutioŶ plus iŵpoƌtaŶte d’uŶ phĠŶoŵğŶe paƌ ƌappoƌt à l’autƌe. Apƌğs Ϯϰ heuƌes d’iŵŵeƌsioŶ, le 
demi-cercle aplati en basse et moyenne fréquences est plus petit aveĐ uŶ poteŶtiel d’iŵpositioŶ plus 
ĐathodiƋue, iŶdiƋuaŶt Ƌue le tƌaŶsfeƌt de Đhaƌge est plus iŵpoƌtaŶt d’où uŶe ƌĠsistaŶĐe diŵiŶuĠe. 
Les speĐtƌes d’iŵpĠdaŶĐes ŵesuƌĠs apƌğs Ϯϰ heuƌes d’iŵŵeƌsioŶ Ŷe peƌŵetteŶt pas d’ideŶtifieƌ des 
phénomènes anodiques. Pour cette solutioŶ ĐoŶtƌôle, la Đouƌďe à poteŶtiel aŶodiƋue Ŷ’a pas ĠtĠ 
tƌaĐĠe. Il est seuleŵeŶt possiďle de diƌe Ƌue les phĠŶoŵğŶes d’adsoƌption observés en milieu Tris-
HCl Ŷe soŶt iĐi plus oďseƌǀaďles, les Đouƌďes Ŷ’aǇaŶt ĐlaiƌeŵeŶt pas teŶdaŶĐe à ďouĐleƌ. L’aspect très 
liŶĠaiƌe à ďasse fƌĠƋueŶĐe laisseƌait plutôt peŶseƌ à l’iŶteƌǀeŶtioŶ d’uŶ phĠŶoŵğŶe de diffusioŶ. 
 
Loƌs de l’iŶjeĐtioŶ de la solutioŶ ĐoŶtƌôle ϰ-A (pas de DTT), le poteŶtiel d’aďaŶdoŶ est ƋuasiŵeŶt Ġgal 
au potentiel imposé à -20 mV/Eoc(t=0), d’où des courbes très similaires qui ne permettent pas de 
s’affƌaŶĐhiƌ de la ĐoŶtƌiďutioŶ aŶodiƋue. Il seŵďleƌait Ƌu’à Đe poteŶtiel les Đouƌďes oŶt teŶdaŶĐe à 
« boucler » aloƌs Ƌu’à uŶ poteŶtiel lĠgğƌeŵeŶt plus ĐathodiƋue ;-20 mV/Eoc) la courbe boucle moins. 
A ďasse fƌĠƋueŶĐe, il seŵďleƌait Ƌu’uŶ phĠŶoŵğŶe aŶodiƋue d’adsoƌptioŶ soit mis en évidence. 
Apƌğs Ϯϰ heuƌes d’iŵŵeƌsioŶ, il est diffiĐile de dĠteƌŵiŶeƌ les diffĠƌeŶtes ĠǀolutioŶs. Il seŵďlerait 
Ƌu’uŶ phĠŶoŵğŶe aŶodiƋue ait lieu à basse fréquence. A potentiel anodique le diamètre de la boucle 
à basse fréquence est plus faible et à tendance à boucler ;ƌetouƌ eŶ aƌƌiğƌe seloŶ l’aǆe des aďsĐissesͿ, 
laissaŶt peŶseƌ à l’iŶteƌǀeŶtioŶ d’uŶ phĠŶoŵğŶe d’adsoƌptioŶ. 
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Electrolyses à potentiel cathodique (-0,1 V/Eoc) 
AfiŶ de ĐoŶfiƌŵeƌ l’effet iŶhiďiteuƌ des ŵolĠĐules additioŶŶelles suƌ la ƌĠaĐtioŶ ĐathodiƋue, des 
électrolyses à potentiel cathodique (-0,1 V/EocͿ oŶt ĠgaleŵeŶt ĠtĠ iŵposĠes auǆ ĐoupoŶs d’aĐieƌ 
S235JR pendant 24 heures en milieu Tris-HCl 0,1 M pH7. A t=0+, 300 µL des solutions suivantes, 
préalablement désaérées, ont été injectées dans les réacteurs : 
- Tris-HCl 0,1 M pH7 
- Tris-HCl 0,1 M pH7 contenant 2 mM de DTT, 2 mM de dithionite et 2,5 mM de desthiobiotine 
(solution contrôle 1) 
- Tris-HCl 0,1 M pH7 contenant 2 mM de dithionite et 2,5 mM de desthiobiotine (solution 
contrôle 4-A). 
Ces eǆpĠƌiŵeŶtatioŶs oŶt ĠtĠ dupliƋuĠes. La ƌĠpoŶse eŶ deŶsitĠ de ĐouƌaŶt de l’ĠleĐtƌode de tƌaǀail 
loƌs de l’iŶjeĐtioŶ de Đes ϯ solutioŶs est doŶŶĠe eŶ Figure 4.  
 
Figure 4 : Diagraŵŵes d’ĠleĐtrolyses pour l’aĐier SϮϯϱJR à -0,1 V/Eoc en milieu Tris-HCl 0,1 M pH7. Injection à t=0+ de 300 
µL de : ○ Solution contrôle 1 (DTT 2 mM, dithionite 2 mM, desthiobiotine 2,5 mM, Tris-HCl 0,1 M pH7), □ Solution contrôle 
4-A (dithionite 2 mM, desthiobiotine 2,5 mM, Tris-HCl 0,1 M pH 7), ◊ Tris-HCl 0,1 M pH7. 
 
En milieu Tris-HCl, le ĐouƌaŶt ŵesuƌĠ à l’ĠleĐtƌode de tƌaǀail est dû à la ƌĠduĐtioŶ de l’eau ou des 
protons. A pH7, l’eau ĠtaŶt eŶ plus gƌaŶde ƋuaŶtitĠ Ƌue les pƌotoŶs, il doit s’agiƌ pƌiŶĐipaleŵeŶt de la 
ƌĠduĐtioŶ de l’eau. PeŶdaŶt les tƌois pƌeŵiğƌes heuƌes, le ĐouƌaŶt est plutôt staďle et la ƌĠduĐtioŶ de 
l’eau se fait faĐileŵeŶt. PassĠ Đe teŵps, le ĐouƌaŶt ĐathodiƋue ĐoŵŵeŶĐe a diŵiŶuĠ. La deŶsitĠ de 
courant en valeur absolue diminue progressivement au cours du temps pour tendre vers une densité 
de courant très faible de -1,95.10-2 mA/cm² atteinte au bout de 24 heures. Le système expérimental 
est statiƋue duƌaŶt l’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶ. Loƌs de la ƌĠduĐtioŶ de l’eau, le pH doit loĐaleŵeŶt deǀeŶiƌ 
plus basique, et la diffusion des OH- pƌoduits à l’ĠleĐtƌode ǀeƌs le ƌeste de la solutioŶ doit 
certainement liŵiteƌ la ǀitesse de la ƌĠaĐtioŶ de ƌĠduĐtioŶ. Il faudƌait plus d’ĠŶeƌgie à l’ĠleĐtƌode de 
tƌaǀail pouƌ ŵaiŶteŶiƌ le ĐouƌaŶt iŶitial. C’est pouƌƋuoi, le ĐouƌaŶt cathodique diminue 
progressivement au cours du temps. La valeur de -1,95.10-2 mA/cm² doit correspondre à la diffusion 
liŵitaŶte des pƌoduits au ǀoisiŶage de l’ĠleĐtƌode et doŶĐ à uŶ pH loĐal plus ďasiƋue. 
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Loƌs de l’iŶjeĐtioŶ des solutioŶs ĐoŶtƌôles ;ϭ et ϰ-A) la valeur absolue des densités de courant chute 
drastiquement par rapport aux densités de courants obtenus en milieu Tris-HCl pour tendre 
également vers une densité de courant quasiment nulle.  
En présence de DTT (solution contrôle 1), la pente pour tendre vers une densité de courant très 
faible est 10 fois supérieure à celle obtenue en milieu Tris-HCl et 2,5 fois supérieure à celle obtenue 
en injectant la solution contrôle 4-A (Tableau 2). Ainsi, la densité de courant minimale en valeur 
absolue (|jmin|) est atteiŶte au ďout d’uŶe heuƌe seuleŵeŶt aloƌs Ƌu’eŶ iŶjeĐtaŶt la solutioŶ ĐoŶtƌôle 
4-A, le |jmin| est atteint en 4 heures. La densité de courant finale en valeur absolue (|jfinal|) est dans 
les deux cas inférieure à celle observée en milieu Tris-HCl (1,5 et 4,3 fois moins en solution contrôle 1 
et 4-A, respectivement). En conséquence, le courant cathodique plateau obtenu en solution contrôle 
Ŷ’est pas seuleŵeŶt dû à uŶe diffusioŶ liŵitaŶte des pƌoduits tels Ƌue OH- mais plutôt à un effet 
inhibiteur des molécules additionnelles sur la réaction cathodique (inhibition de la réaction, 
ŵasƋuage de la suƌfaĐe aĐtiǀe…Ϳ. 
 t│jŵiŶ│ (h) |jmin| (mA/cm²) Pente (h.cm²/mA) |jfinal| (mA/cm²) 
Tris-HCl 24 1,95.10-2 1,17.10-2 1,95.10-2 
Solution contrôle 1 1 3,18.10-2 1,16.10-1 1,31.10-2 
Solution contrôle 4-A 4 9, 38.10-3 4,72.10-2 4,56.10-3 
Tableau 2 : Données caractéristiques des électrolyses à -0,1 V /Eoc issues de la Figure 4. 
Le DTT combiné aux deux autres molécules additionnelles a donc un fort effet inhibiteur sur la 
ƌĠaĐtioŶ de ƌĠduĐtioŶ. LoƌsƋu’il Ŷ’Ǉ a pas de DTT injecté et seulement le dithionite et la 
desthioďiotiŶe, l’effet iŶhiďiteuƌ des ŵolĠĐules est ĠgaleŵeŶt oďseƌǀĠ ŵais aǀeĐ uŶe diŵiŶutioŶ plus 
lente de la valeur absolue des densités de courant. Malgré cette diminution plus lente, le |jfinal| est 
inférieur à celui observé en présence de DTT. A cours terme, le dithionite et la desthiobiotine ont un 
effet plus ŵodĠƌĠ suƌ la ƌĠaĐtioŶ ĐathodiƋue Ƌue loƌsƋu’il Ǉ a ĠgaleŵeŶt du DTT. Mais à plus loŶg 
teƌŵe, l’iŶhiďitioŶ est plus iŵpoƌtaŶte. Cette diffĠƌeŶĐe peut s’eǆpliƋueƌ paƌ l’effet aŶtagoŶiste du 
DTT (augŵeŶtatioŶ du poteŶtiel d’aďaŶdoŶ et diŵiŶutioŶ de la ǀitesse de ĐoƌƌosioŶͿ suƌ la ƌĠaĐtioŶ 
ĐathodiƋue Ƌui aǀait ĠtĠ oďseƌǀĠ daŶs l’aƌtiĐle ϭ. 
Pour résumer, les électrolyses réalisées dans cette partie confirment le fort potentiel inhibiteur des 
molécules additionnelles sur la réaction cathodique et a fortiori sur le processus de corrosion. Il est 
doŶĐ ŶĠĐessaiƌe de diŵiŶueƌ les ĐoŶĐeŶtƌatioŶs de Đes ŵolĠĐules si l’oŶ ǀeut uŶ sigŶal 
électrochimique le moins perturbé possible pouƌ l’aŶalǇse des doŶŶĠes eŶ pƌĠseŶĐe d’hǇdƌogĠŶase. 
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II. Expérimentations supplémentaires réalisées en présence 
d’hydrogénase et des trois molécules additionnelles 
 
Des eǆpĠƌiŵeŶtatioŶs supplĠŵeŶtaiƌes oŶt ĠtĠ ƌĠalisĠes aǀeĐ diffĠƌeŶts tǇpes d’hǇdƌogĠŶase ;HaseͿ 
– native et modifiées : H9ϯC et ∆Da – eŶ pƌĠseŶĐe des ŵolĠĐules additioŶŶelles. L’oďjeĐtif Ġtait de 
dĠteƌŵiŶeƌ l’iŵpaĐt des ĐeŶtƌes Fe-“ suƌ la ĐoƌƌosioŶ de l’aĐieƌ douǆ. Pouƌ Đe faiƌe, le paƌaŵğtƌe Ƌui 
aǀait ĠtĠ fiǆĠ pouƌ pouǀoiƌ Đoŵpaƌeƌ l’iŶflueŶĐe des diffĠƌeŶts tǇpes d’hǇdƌogĠnase était la 
concentration. Deux types de concentrations ont été fixés : la concentration en protéine ou la 
concentration en Fe-S. Pour ces expérimentations, la concentration en molécules additionnelles est 
la concentration de base établie dans le protocole initial de puƌifiĐatioŶ de l’eŶzǇŵe : 2 mM de DTT, 2 
mM de dithionite et 2,5 mM de desthiobiotine. Ces expérimentations ont permis de comprendre 
l’iŵpaĐt des ŵolĠĐules additioŶŶelles suƌ le pƌoĐessus de ĐoƌƌosioŶ et oŶt ĐoŶfiƌŵĠ l’effet paƌasite de 
ces molécules sur les signaux électrochimiques.  
1. Détermination des concentrations et activités des solutions 
enzymatiques 
 
Il a été choisi de fixer le paramètre concentration plutôt que le paramètre activité enzymatique. Ce 
deƌŶieƌ paƌaŵğtƌe Ŷ’est pas ƌepƌoduĐtiďle d’uŶe puƌifiĐatioŶ à l’autƌe, et Đe, ŵġŵe pouƌ uŶ tǇpe 
d’eŶzǇŵe doŶŶĠ. D’autƌe paƌt, Đe paƌaŵğtƌe est diffiĐile à maintenir toujours égal pour toutes les 
eǆpĠƌiŵeŶtatioŶs ĠleĐtƌoĐhiŵiƋues, ĠtaŶt doŶŶĠ Ƌue l’aĐtivité diminue au cours du temps après 
purification. 
Le Đhoiǆ s’est doŶĐ poƌtĠ suƌ le ŵaiŶtieŶ d’uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ Ġgale pouƌ ĐhaƋue tǇpe d’hǇdƌogĠŶase 
qui certes ǀaƌie d’uŶe puƌifiĐatioŶ à l’autƌe ŵais Ŷe ĐhaŶge pas au Đouƌs du teŵps pouƌ uŶ ŵġŵe 
aliquot. La ĐoŶĐeŶtƌatioŶ a ĠtĠ Đhoisie, d’uŶe paƌt, de telle soƌte Ƌue la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ Fe et S 
(seuls ceux impliqués dans les centres Fe-S sont comptés en excluant les S des résidus cystéines) soit 
la ŵġŵe pouƌ ĐhaƋue eǆpĠƌiŵeŶtatioŶ, et d’autƌe paƌt, Ƌue la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ eŶzǇŵe soit la 
ŵġŵe. Les solutioŶs d’hǇdƌogĠŶases utilisĠes pouƌ Đe Đhapitƌe soŶt des hǇdƌogĠŶases de tǇpe Ŷatiǀe 
et de type modifiées : ∆Da et H93C. Pouƌ ƌappel, l’hǇdƌogĠŶase ∆Da est l’hǇdƌogĠŶase pouƌ laƋuelle 
seul le centre catalytique est présent (cf chapitre 1, partie 4, Figure 16) et l’hǇdƌogĠŶase HϵϯC est 
l’eŶzǇŵe où le ĐeŶtƌe F“ϰC ;ĐeŶtƌe Fe-“ à la suƌfaĐe de l’eŶzǇŵeͿ est ƌeĐoŵposĠ de façon classique 
eŶ iŶĐoƌpoƌaŶt uŶe ĐǇstĠiŶe à la plaĐe de l’histidiŶe ;cf chapitre 1, partie 4, Figure 15). La composition 
des aliquots ayant servi pour les manipulations électrochimiques est reportée dans le Tableau 3.  
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SolutioŶ d’Hase 
dans les aliquots 
Tris-HCl 
DTT dithio desthio 
Hydrogénase 
Concentration Masse 
Activité 
spécifique 
[Fe] [S] 
(mM) (mM) (mM) (µg/mL) (µM) (kDa) (U/mg) (µM) (µM) 
Native 
0,1 M pH8 
[NaCl] = 0,15 
M 
2 2 2,5 
40 0,61 66,07 3000* 
12,10 10,89 
H93C 7 0,11 66,12 38** 
2,15 2,04 
∆Da 112 2,52 44,46 600* 15,1 10,10 
* activité spécifique mesurée le jour de la purification, 1 mois avant les expérimentations électrochimiques. 
 ** activité spécifique mesurée le jour des expérimentations électrochimiques (le jour de la purification, l’aĐtiǀitĠ spĠĐifiƋue Ġtait de ϵϯϰϱ U/ŵg).
  
Tableau 3: Composition des aliquots utilisés.
 
L’aĐtiǀitĠ diŵiŶue tƌğs ǀite daŶs les pƌeŵiğƌes seŵaiŶes Ƌui suiǀeŶt la puƌifiĐatioŶ et d’autaŶt plus 
que la solution est peu concentrée en enzyme. AiŶsi l’Hase HϵϯC, Ƌui, en fin de purification avait une 
activité élevée de 9345 U/mg, avait finalement une activité quasiment nulle (38 U/mg) au moment 
des expérimentations électrochimiques. Il est donc très probable que l’aĐtiǀitĠ spĠĐifiƋue de l’Hase 
Ŷatiǀe et ∆Da ait ĠtĠ suƌestiŵĠe pour les expérimentations électrochimiques, puisque leur activité a 
été mesurée 1 mois avant. Au cours de la thèse, le pƌotoĐole de ŵesuƌe de l’aĐtiǀitĠ a doŶĐ ĠtĠ 
amélioré, et l’aĐtiǀitĠ a ĠtĠ mesurée avant chaque expérimentation électrochimique. Par la suite, il a 
ĠtĠ ŶotĠ Ƌue l’aĐtiǀitĠ spĠĐifiƋue de l’eŶzǇŵe Ġtait souǀeŶt diǀisée par 2 au cours des deux premières 
semaines puis pouvait rester stable pendant un mois. Au-delà de Đe teŵps, les aĐtiǀitĠs Ŷ’oŶt pas ĠtĠ 
mesurées et les hydrogénases Ŷ’oŶt pas ĠtĠ testées électrochimiquement. 
A partir des données du Tableau 3, le ǀoluŵe d’iŶjeĐtioŶ ĠƋuiǀaleŶt a pu ġtƌe ĐalĐulĠ afiŶ d’aǀoiƌ uŶe 
même concentration, soit en quantité de centres Fe-S, soit en quantité de protéine. Le choix de la 
concentration initiale a ĠtĠ fait aƌďitƌaiƌeŵeŶt, de ŵaŶiğƌe à aǀoiƌ uŶ ǀoluŵe d’iŶjeĐtioŶ ĠƋuiǀaleŶt à 
Đeuǆ ƌĠalisĠs daŶs la thğse de M. MehaŶŶa de l’oƌdƌe de ϱϬ µL. Les pƌeŵieƌs tests aǇaŶt ĠtĠ faits suƌ 
le ŵutaŶt ∆Da, la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ référence obtenue dans la cellule électrochimique est celle de 
l’hǇdƌogĠŶase ∆Da. Pour un volume  de 50 µL la concentration était de 1,05.10-2 µM en termes de 
concentration en Fe-S et de 2,10.10-3 µM en termes de concentration en protéine. 
 
Voluŵe prélevé daŶs l’aliƋuot ;µLͿ pour avoir 
une même concentration en Fe-S 
Voluŵe prélevé daŶs l’aliƋuot ;µLͿ pour avoir 
une même concentration en protéine 
Fractions [Fe-S] = 1,05.10-2 µM [Fe-S] =  1,68.10-2µM [π] = 2,10.10-3 µM [π] = 3,36.10-3 µM 
Native 1 54 97 208 - 
∆Da 50 80 50 80 
H93C 300 - - - 
Tableau 4 : Volumes à injecter pour chaque type d'Hase pour avoir une concentration comparable soit en Fe-S, soit en 
protéine. 
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2. Expériences électrochimiques : effet des enzymes sur la corrosion 
 
Les expériences électrochimiques ont été conduites dans une cellule électrochimique classique 
(montage 1, Chapitre 2, Figure 4), en anaérobiose en milieu Tris-HCl 0,1M pH7 pendant 24 heures. Le 
protocole appliqué est celui décrit dans le chapitre précédent sur acier doux (Chapitre 3, Figure 19), 
Đ’est-à-dire : uŶ siŵple suiǀi du poteŶtiel d’aďaŶdoŶ ou uŶ suiǀi du poteŶtiel d’aďaŶdoŶ ĐoŵplĠtĠ de 
voltammétries donnant une évolution des vitesses de corrosion. 
Pouƌ ĐhaƋue ǀoluŵe iŶjeĐtĠ de solutioŶ d’hǇdƌogĠŶase, le ŵġŵe ǀoluŵe de solutioŶ ĐoŶtrôle et de 
milieu Tris-HCl 0,1 M pH7 ont été injectés. Les solutions contrôles correspondent à la solution dans 
laƋuelle se tƌouǀe l’eŶzǇŵe et soŶt ĐoŵposĠes de Ϯ ŵM de DTT, Ϯ ŵM de dithioŶite et Ϯ,ϱ ŵM de 
desthiobiotine, le tout dans un milieu Tris-HCl 0,1 M pH8. Toutes les expériences en présence 
d’eŶzǇŵes oŶt ĠtĠ au ŵoiŶs dupliƋuĠes et les eǆpĠƌieŶĐes eŶ solution contrôle et en milieu Tris-HCl 
ont été réalisées au moins six fois, pour chaque volume injecté. Les expériences avec hydrogénases 
Ŷ’oŶt pas pu être plus que dupliquées du fait de la faible quantité en solution enzymatique 
disponible. 
- Impact du type d’hydrogénase sur la corrosion pour une même concentration en 
centres Fe-S 
L’ĠǀolutioŶ du poteŶtiel d’aďaŶdoŶ au Đouƌs du teŵps a ĠtĠ suiǀie pouƌ diffĠƌeŶts tǇpes 
d’hǇdƌogĠŶases : native et mutants (HϵϯC et ∆Da) ayant une même concentration en Fe-S de  
1,05.10-2 µM (Tableau 4Ϳ. L’aĐtiǀitĠ spĠĐifiƋue de ĐhaƋue tǇpe d’hǇdƌogĠŶase daŶs la Đellule 
ĠleĐtƌoĐhiŵiƋue est de Ϭ,ϭϬϴ U/ŵL pouƌ la Ŷatiǀe, de Ϭ,ϬϮϭ U/ŵL pouƌ l’HϵϯC et de Ϭ,ϬϬϰ U/ŵL pouƌ 
la ∆Da. Les aĐtiǀitĠs ŵesuƌĠes pouƌ l’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe et la ∆Da soŶt suƌestiŵĠes (mesures 
ƌĠalisĠes ϭ ŵois aǀaŶt l’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶ ĠleĐtƌoĐhiŵiƋueͿ. 
Les gƌaphiƋues ĐoŶĐeƌŶaŶt l’iŶjeĐtioŶ de 50 µL d’hǇdƌogĠŶase native ne seront pas de nouveau 
exploités dans cette partie (déjà fait daŶs l’aƌticle 1), mais sont rappelés à titre de comparaison avec 
les autƌes tǇpes d’hǇdƌogĠŶases. 
La Figure 5 ŵet eŶ ĠǀideŶĐe Ƌu’uŶ saut du poteŶtiel d’aďaŶdoŶ a lieu loƌs de l’iŶjeĐtioŶ de solutioŶ 
eŶzǇŵatiƋue, Ƌuel Ƌue soit le tǇpe d’hǇdƌogĠŶase iŶjeĐtĠe ; aloƌs Ƌue l’iŶjeĐtioŶ du ŵilieu d’Ġtude 
(Tris-HCl Ϭ,ϭ M pHϳͿ Ŷ’eŶtƌaîŶe pas de ǀaƌiatioŶ du poteŶtiel d’aďaŶdoŶ. Les injections sont toutes 
réalisées dans les ŵġŵes ĐoŶditioŶs aŶaĠƌoďies stƌiĐtes. PuisƋu’eŶ ŵilieu Tƌis-HCl 0,1 M pH7 aucun 
saut de poteŶtiel Ŷ’est oďseƌǀĠ, le saut eŶ pƌĠseŶĐe d’hǇdƌogĠŶase et des solutioŶs ĐoŶtƌôles Ŷe peut 
pas être attribué à une possible injection d’oǆǇgğŶe daŶs la Đellule Ġlectrochimique. 
L’iŶjeĐtioŶ d’hǇdƌogĠŶase HϵϯC et ∆Da aiŶsi Ƌue de leur solution contrôle entraîne le même type 
d’ĠǀolutioŶ du poteŶtiel d’aďaŶdoŶ.  
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Figure 5 : Evolution du potentiel d’aďaŶdoŶ au Đours du teŵps pour l’aĐier SϮϯϱJR eŶ ŵilieu Tris-HCl 0,1 M pH7 en 
prĠseŶĐe ou ŶoŶ d’Hase Ŷative ou ŵutaŶts ([Fe-S]= 1,05.10-2 µM). Injection à t=0+ de :  
(a) ∆ 54 µL Hase native, ○ 54 µL Solution contrôle, ◊ 50 µL Tris-HCl 0,1 M pH7,  
(b)  ∆ 300 µL Hase H93C, ○ ϯϬϬ µL Solution contrôle, ◊ 300 µL Tris-HCl 0,1 M pH7,  
(c) ∆ ϱϬ µL Hase ∆Da, ○ ϱϬ µL SolutioŶ ĐoŶtrôle, ◊ 50 µL Tris-HCl 0,1 M pH7. 
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L’iŶjeĐtioŶ d’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe et ŵodifiĠe ;HϵϯC et ∆DaͿ entraîne toujours un saut de potentiel 
qui finit par se stabiliser après 3 heuƌes d’iŵŵeƌsioŶ pouƌ l’HϵϯC ;∆E = ϯϳ mV) et après 7 heures pour 
la ∆Da ;∆E = Ϯϳ ŵVͿ. Les ∆E oŶt ĠtĠ ĐalĐulĠs eŶ soustƌaǇaŶt le potentiel à un temps donné du 
potentiel initial, juste aǀaŶt l’iŶjeĐtioŶ. Les ŵoǇeŶŶes des ∆E soŶt ƌepoƌtĠs eŶ Figure 6. Il est clair que 
les poteŶtiels d’aďaŶdoŶs ŵesuƌĠs loƌs de l’iŶjeĐtioŶ des solutions contrôles suivent la même 
évolution Ƌue Đeuǆ oďseƌǀĠs eŶ pƌĠseŶĐe d’eŶzǇŵe HϵϯC et ∆Da. 
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Figure 6 : Evolution du potentiel ;∆E = Eoc(t)-Eoc(t=0)) au Đours du teŵps de l’aĐier SϮϯϱJR eŶ ŵilieu Tris-HCL 0,1 M pH7, en 
prĠseŶĐe ou ŶoŶ d’Hase Ŷative ou ŵutaŶts ([Fe-S]= 1,05.10-2 µM), issue de la Figure 5. Injection à t=0+ de :  
(a) ∆ 54 µL Hase native, ○ ϱϰ µL SolutioŶ ĐoŶtrôle, ◊ 50 µL Tris-HCl 0,1 M pH7,  
(b)  ∆ 300 µL Hase H93C, ○ ϯϬϬ µL SolutioŶ ĐoŶtrôle, ◊ 300 µL Tris-HCl 0,1 M pH7,  
(c) ∆ ϱϬ µL Hase ∆Da, ○ ϱϬ µL SolutioŶ ĐoŶtrôle, ◊ 50 µL Tris-HCl 0,1 M pH7. 
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Les pentes des courbes de polarisation (1/Rp) effectuées avant et après injection ont été déterminées 
et reportées dans la Figure 7 et sont proportionnelles à la vitesse de corrosion. Globalement, la 
valeur initiale de 1/Rp est la même dans tous les tests effectués indiquant une même vitesse initiale 
de corrosion et un état de surface équivalent, assurant une bonne reproductibilité des mesures. 
D’autƌe paƌt, eŶ ŵilieu Tƌis-HCl, l’ĠǀolutioŶ lĠgğƌeŵeŶt dĠĐƌoissaŶte des 1/Rp est de nouveau 
retrouvée, de façon similaire aux figures présentées dans le Chapitre 3 (Figure 24) et se stabilise à des 
valeurs proches de 6,0.10-4 ;ϭ/Ω.Đŵ²Ϳ apƌğs Ϯϰ heuƌes d’iŵŵeƌsioŶ.  
L’iŶjeĐtioŶ de solutioŶ d’hydrogénase HϵϯC et ∆Da entraîne toujours une diminution de la vitesse de 
corrosion de façon plutôt abrupte aloƌs Ƌu’uŶ ĐoŵpoƌteŵeŶt diffĠrent avait été observé avec 
l’eŶzǇŵe Ŷatiǀe ;diŵiŶutioŶ dğs les pƌeŵiğƌes heuƌes puis augŵeŶtatioŶͿ. Cette diminution est en 
contradiction avec l’ĠǀolutioŶ des poteŶtiels d’aďaŶdoŶ pƌĠĐĠdeŵŵeŶt oďseƌǀĠe. En effet, sur acier 
doux, il est supposé que la branche anodique varie très peu au cours du temps (branche anodique 
exponentielle). Ainsi une catalyse de la branche cathodique peut entraîner une variation du potentiel 
d’aďaŶdoŶ Đe Ƌui deǀƌait ŶoƌŵaleŵeŶt ĠgaleŵeŶt eŶtƌaîŶeƌ uŶe augŵeŶtatioŶ de la ǀitesse de 
corrosion (cf Chapitre 2, Figure 10). Les molécules additionnelles doivent vraisemblablement 
occasionner un changement des cinétiques des réactions cathodique et anodique. De plus l’iŶjeĐtioŶ 
des solutions contrôles conduit à la même évolution des 1/Rp que celle observée avec enzyme. Cet 
effet antagoniste ;poteŶtiel d’aďaŶdoŶ Ƌui augŵeŶte et ǀitesse de ĐoƌƌosioŶ Ƌui diŵiŶueͿ est due au 
DTT ;ŵoŶtƌĠ daŶs l’aƌtiĐle ϭͿ.  
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Figure 7 : 1/Rp (pente de la courbe de polarisation) en fonction du temps, sur acier doux S235JR en milieu Tris-HCL 0,1 M 
pH7, ([Fe-S]= 1,05.10
-2
 µM). Injection à t=0
+
 de :  
(a) ∆ 54 µL Hase native, ○ ϱϰ µL SolutioŶ ĐoŶtrôle, ◊ 50 µL Tris-HCl 0,1 M pH7,  
(b)  ∆ 300 µL Hase H93C, ○ ϯϬϬ µL SolutioŶ ĐoŶtrôle, ◊ 300 µL Tris-HCl 0,1 M pH7,  
(c) ∆ ϱϬ µL Hase ∆Da, ○ ϱϬ µL SolutioŶ ĐoŶtrôle, ◊ 50 µL Tris-HCl 0,1 M pH7. 
 
 
0
0,0002
0,0004
0,0006
0,0008
0,001
0,0012
0 5 10 15 20 25
1
/R
p
 (
1
/(
Ω.c
m
²)
) 
t(h) 
(a) 
0
0,0002
0,0004
0,0006
0,0008
0,001
0,0012
0 5 10 15 20 25
1
/R
p
 (
1
/(
Ω.c
m
²)
) 
t(h) 
(b) 
0
0,0002
0,0004
0,0006
0,0008
0,001
0,0012
0 5 10 15 20 25
1
/R
p
 (
1
/(
Ω.c
m
²)
) 
t(h) 
(c) 
 Chapitre 4 – Molécules additionnelles  - 
136 
 
 
Pouƌ ƌĠsuŵeƌ, les poteŶtiels d’aďaŶdoŶ (Eoc) et 1/Rp ŵesuƌĠs loƌs de l’iŶjeĐtioŶ de la solutioŶ 
enzymatique HϵϯC et ∆Da Ŷe soŶt pas attƌiďuaďles à l’effet de Đes eŶzǇŵes ŵais siŵpleŵeŶt à l’effet 
des molécules additionnelles présentes dans la solution enzymatique. De la même façon que dans 
l’aƌtiĐle ϭ, la pƌĠseŶĐe de DTT, de dithioŶite et de desthioďiotiŶe iŶduit un effet antagoniste sur le 
pƌoĐessus de ĐoƌƌosioŶ eŶ augŵeŶtaŶt le poteŶtiel d’aďaŶdoŶ d’uŶe paƌt et eŶ diŵiŶuaŶt 
dƌastiƋueŵeŶt la ǀitesse de ĐoƌƌosioŶ d’autƌe paƌt. Il peut ĠgaleŵeŶt ġtƌe ŶotĠ, Ƌue les 
hydrogénases HϵϯC et ∆Da Ŷ’aƌƌiǀeŶt pas à ĐoŶtƌeďalaŶĐeƌ l’effet des ŵolĠĐules additioŶŶelles 
contraiƌeŵeŶt à l’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe pour laquelle une augmentation de la vitesse de corrosion est 
oďseƌǀĠe apƌğs Ϯ heuƌes d’iŵŵeƌsioŶ. AiŶsi, malgré une concentration en Fe-S équivalente pour les 
tƌois tǇpes d’eŶzǇŵes, l’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe a uŶ effet ĐatalǇtiƋue plus fort sur le processus de 
ĐoƌƌosioŶ. Cette diffĠƌeŶĐe pouƌƌait s’eǆpliƋueƌ paƌ plusieuƌs phĠŶoŵğŶes siŵultaŶĠs ou ŶoŶ. Le 
positionnement des centres Fe-“ est tƌğs diffĠƌeŶt suiǀaŶt le tǇpe d’eŶzǇŵe. L’HϵϯC a seuleŵeŶt uŶ 
atoŵe de “ eŶ plus paƌ ƌappoƌt à l’eŶzǇŵe Ŷatiǀe, il Ŷe deǀƌait doŶĐ pas Ǉ aǀoiƌ de gƌaŶde diffĠƌeŶĐe 
daŶs l’iŵpaĐt de Đe tǇpe d’hǇdƌogĠŶase et l’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe. CepeŶdaŶt l’aĐtiǀitĠ est ƋuasiŵeŶt 
Ŷulle pouƌ l’hǇdƌogĠŶase HϵϯC. Il est possiďle Ƌue l’aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue joue uŶ ƌôle iŵpoƌtaŶt daŶs 
la catalyse de la réaction de réduction, et que ce ne soient pas les centres Fe-S à eux seuls qui 
régissent la catalyse du processus de corrosion. 
D’autƌe paƌt l’hǇdƌogĠŶase ∆Da Ƌui Ŷ’a pas de ĐeŶtƌes Fe-S accessoires, seulement un centre Fe-S au 
Ŷiǀeau du doŵaiŶe ĐatalǇtiƋue, est de Đe fait, plus ĐoŶĐeŶtƌĠe eŶ solutioŶ Ƌue l’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe. 
Malgré cette concentration en protéine plus importante, son impact ne se voit pas en présence des 
molécules additionnelles. Soit les centres Fe-S sont nécessaires à la catalyse de la réaction de 
ƌĠduĐtioŶ, soit la faiďle aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue Ŷe peƌŵet pas de ĐoŶtƌeĐaƌƌeƌ l’effet des molécules 
additionnelles.  
 
- Impact du type d’hydrogénase sur la corrosion pour une même concentration en 
protéine 
 
Fixer la concentration en protéine pourrait permettre de mieux identifier le rôle des centres Fe-S sur 
la catalyse du processus de corrosioŶ toujouƌs eŶ iŶjeĐtaŶt diffĠƌeŶts tǇpes d’hǇdƌogĠŶases. 
L’ĠǀolutioŶ du poteŶtiel d’aďaŶdoŶ au Đouƌs du teŵps a ĠtĠ suiǀie pouƌ l’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe et 
l’hǇdƌogĠŶase ∆Da aǇaŶt uŶe ŵġŵe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ pƌotĠiŶe de  2,1.10-3 µM (Tableau 4Ϳ. L’aĐtiǀitĠ 
spĠĐifiƋue de ĐhaƋue tǇpe d’hǇdƌogĠŶase daŶs la Đellule électrochimique est de 0,4 U/mL pour la 
Ŷatiǀe et de Ϭ,ϬϬϰ U/ŵL pouƌ la ∆Da. Ces activités sont surestiŵĠes ĠtaŶt doŶŶĠ Ƌu’elles oŶt ĠtĠ 
ŵesuƌĠes uŶ ŵois aǀaŶt l’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶ ĠleĐtƌoĐhiŵiƋue. 
La Figure 8 ƌepoƌte les ĠǀolutioŶs des poteŶtiels d’aďaŶdoŶ eŶ pƌĠseŶĐe d’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe 
(Figure 8 (a)Ϳ et d’hǇdƌogĠŶase ∆Da ;Figure 8 (b)) ayant une concentration équivalente dans la cellule 
électrochimique. La Figure 9 indique les ∆E ĐalĐulĠs à paƌtiƌ des poteŶtiels d’aďaŶdoŶ ŵesuƌĠs 
pƌĠĐĠdeŵŵeŶt ;∆E = Eoc(t)-Eoc(t=0)). L’ĠǀolutioŶ des poteŶtiels d’aďaŶdoŶ loƌs de l’iŶjeĐtioŶ du 
ŵilieu d’Ġtude Tƌis-HCl 0,1 M pH7 et des solutions contrôles est également reportée dans cette 
figure.  
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Figure 8 : Evolution du potentiel d’aďaŶdoŶ au Đours du teŵps pour l’aĐier SϮϯϱJR eŶ ŵilieu Tris-HCl 0,1 M pH7 en 
prĠseŶĐe ou ŶoŶ d’Hase Ŷative ou ∆Da ;[Hase] = Ϯ,1.10-3 µM). Injection à t=0+ de :  
(a) ∆ 200 µL Hase native, ○ 200 µL Solution contrôle, ◊ 300 µL Tris-HCl 0,1 M pH7, ─ pas d’iŶjeĐtioŶ Tris-HCl 0,1 M pH7  
(b) ∆ ϱϬ µL Hase ∆Da,  ○ ϱϬ µL SolutioŶ ĐoŶtrôle, ◊ 50 µL Tris-HCl 0,1 M pH7. 
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Figure 9 : EvolutioŶ du poteŶtiel ;∆E = Eoc(t)-Eoc(t=0)Ϳ au Đours du teŵps de l’aĐier SϮϯϱJR eŶ ŵilieu Tris-HCL 0,1 M pH7, en 
prĠseŶĐe ou ŶoŶ d’Hase Ŷative ou ŵutaŶts ([Hase] = 2,1.10-3 µM), issue de la Figure 8. Injection à t=0+ de :  
(a) ∆ 200 µL Hase native, ○ 200 µL Solution contrôle, ◊ 300 µL Tris-HCl 0,1 M pH7, ─ pas d’iŶjeĐtioŶ Tris-HCl 0,1 M pH7, 
 (b) ∆ ϱϬ µL Hase ∆Da, ○ ϱϬ µL SolutioŶ contrôle, ◊ 50 µL Tris-HCl 0,1 M pH7. 
 
GloďaleŵeŶt, l’iŶjeĐtioŶ des solutions contrôle induit un saut de potentiel quasiment équivalent à 
Đelui ŵesuƌĠ loƌs de l’iŶjeĐtioŶ des solutioŶs eŶzǇŵatiƋues. EŶ pƌĠseŶĐe d’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe, le 
poteŶtiel d’aďaŶdoŶ augŵeŶte plus ƌapideŵeŶt Ƌu’eŶ solutioŶ ĐoŶtƌôle et atteiŶt ƌapideŵeŶt uŶ 
potentiel seuil : ∆E = ϰϬ ŵV dğs Ϯ heuƌes d’iŵŵeƌsioŶ aloƌs Ƌu’eŶ solutioŶ ĐoŶtƌôle Đe ∆E Ŷ’est 
atteiŶt Ƌu’au ďout de Ϯϰ heuƌes. Il seŵďleƌait doŶĐ Ƌue l’ĠǀolutioŶ des poteŶtiels d’abandon 
observée est due non seulement aux molécules additionnelles mais aussi à la présence de 
l’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe. EŶ pƌĠseŶĐe d’hǇdƌogĠŶase ∆Da, le poteŶtiel oďseƌǀĠ Ŷe seŵďle ġtƌe dû Ƌu’auǆ 
molécules additionnelles puisque le potentiel observé en solution contrôle et en présence 
d’hǇdƌogĠŶase ∆Da est plus ou ŵoiŶs le ŵġŵe au Đouƌs du teŵps. 
Les pentes des courbes de polarisation (1/Rp) confirment ce fait (Figure 10). En présence 
d’hǇdƌogĠŶase ∆Da, l’ĠǀolutioŶ des 1/Rp est siŵilaiƌe à l’ĠǀolutioŶ oďseƌǀĠe après injection de la 
solution contrôle : chute drastique de 1/Rp apƌğs l’iŶjeĐtioŶ. L’eŶzǇŵe Ŷatiǀe, quant à elle, arrive à 
iŶduiƌe uŶe augŵeŶtatioŶ des ǀitesses de ĐoƌƌosioŶ apƌğs uŶe heuƌe d’iŵŵeƌsioŶ (1/Rp = 5,7.10-4 
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ϭ/;Ω.Đŵ²Ϳ apƌğs ϲ heuƌes d’iŵŵeƌsioŶͿ, malgré la présence des molécules additionnelles qui elles 
induisent une diminution de 1/Rp (1/Rp = 4,06.10
-5 ϭ/;Ω.Đŵ²Ϳ apƌğs ϲ heuƌesͿ. 
 
Figure 10 : 1/Rp (pente de la courbe de polarisation) en fonction du temps, sur acier doux S235JR en milieu Tris-HCL 0,1 M 
pH7, ([Hase] = 2,1.10
-3
 µM). Injection à t=0
+
 de :  
(a) ∆ 200 µL Hase native, ○ 200 µL Solution contrôle, ◊ 300 µL Tris-HCl 0,1 M pH7, ─ pas d’iŶjeĐtioŶ Tris-HCl 0,1 M pH7, 
(b) ∆ ϱϬ µL Hase ∆Da, ○ ϱϬ µL SolutioŶ ĐoŶtrôle, ◊ 50 µL Tris-HCl 0,1 M pH7. 
 
AiŶsi, à ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ pƌotĠiŶe ĠƋuiǀaleŶte, l’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe arrive là aussi à catalyser la 
ƌĠduĐtioŶ des pƌotoŶs et / ou de l’eau et de Đe fait à aĐĐĠlĠƌeƌ le pƌoĐessus de ĐoƌƌosioŶ, et Đe, 
ŵalgƌĠ la pƌĠseŶĐe des ŵolĠĐules additioŶŶelles Ƌui soŶt eŶ ĐoŵpĠtitioŶ. Il Ŷ’est pas possiďle pouƌ 
l’iŶstaŶt de saǀoiƌ si l’hǇdƌogĠŶase ∆Da a uŶ ƋuelĐoŶƋue effet suƌ le pƌoĐessus de ĐoƌƌosioŶ, Đaƌ soŶ 
impact est complètement masqué par la présence des molécules additionnelles. Cependant, il peut 
ġtƌe ŶotĠ Ƌue l’hǇdƌogĠŶase ∆Da a uŶ iŵpaĐt ŵoiŶs iŵpoƌtaŶt Ƌue l’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe sur la 
catalyse du processus de corrosion. 
Il Ŷ’est pas possiďle eŶĐoƌe de ĐoŶĐluƌe suƌ la ƌaisoŶ d’uŶe ĐatalǇse ŵoiŶs iŵpoƌtaŶte daŶs le Đas de 
l’hǇdƌogĠŶase ∆Da. EŶ effet plusieuƌs faĐteuƌs eŶtƌeŶt eŶ jeu :  
- l’aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue de l’hǇdƌogĠŶase ∆Da est faible par rapport à celle mesurée pour 
l’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe, 
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- la conformation est différente : il Ŷ’Ǉ a pas de ĐeŶtƌes Fe-S accessoires, seulement le 
domaine catalytique ([Fe4S4]-[Fe-Fe]) est présent. 
 
- Impact de la concentration en hydrogénase sur la corrosion pour un même type 
d’hydrogénase  
 
Pouƌ uŶ ŵġŵe tǇpe d’hǇdƌogĠŶase,  uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ ĐƌoissaŶte en hydrogénase a été injectée et 
l’ĠǀolutioŶ des sigŶauǆ ĠleĐtƌoĐhiŵiƋues a ĠtĠ suiǀie au cours du temps.  
- Hydrogénase native 
L’iŶjeĐtioŶ de ϱϰ µL  et de ϮϬϴ µL d’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe ĐoŶduit ƌespeĐtiǀeŵeŶt à uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ 
dans la cellule électrochimique de 5,49.10-4 µM et 2,10.10-3 µM. 
LoƌsƋue ϮϬϴ µL d’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe est iŶjeĐtĠe le saut de potentiel est encore plus abrupte 
Ƌu’aǀeĐ ϱϰ µL d’hǇdƌogénase (Figure 11 (a)). Cependant le saut de potentiel dû aux molécules 
additionnelles (208 µL) est également plus important, avec une pente plus importante indiquant que 
le saut de poteŶtiel oďseƌǀĠ eŶ pƌĠseŶĐe d’hǇdƌogĠŶase Ŷ’est ĐeƌtaiŶeŵeŶt pas dû Ƌu’à 
l’hǇdƌogĠŶase elle-même.  
Les pentes de polarisation (1/Rp) (Figure 11 (b)) reportent une diminution plus abrupte de la vitesse 
de ĐoƌƌosioŶ loƌs de l’iŶjeĐtioŶ de ϮϬϴ µL de solutioŶ ĐoŶtƌôle ;ϭ/Rp = 1,64.10-4 ϭ/;Ω.Đŵ²Ϳ apƌğs ϯϬ 
ŵiŶutes d’iŵŵeƌsioŶͿ paƌ ƌappoƌt à l’iŶjeĐtioŶ de ϱϰ µL ;ϭ/Rp = 7,35.10-4 ϭ/;Ω.Đŵ²Ϳ apƌğs ϯϬ 
minutes). Ainsi, plus il y a de molécules annexes, plus leur effet inhibiteur sur le processus de 
ĐoƌƌosioŶ est iŵpoƌtaŶt. Paƌ ĐoŶtƌe, loƌs de l’iŶjeĐtioŶ de ϮϬϴ µL de solutioŶ eŶzǇŵatiƋue, la ǀitesse 
de ĐoƌƌosioŶ est lĠgğƌeŵeŶt supĠƌieuƌe à Đelle oďseƌǀĠe aǀeĐ ϱϰ µL d’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe atteigŶaŶt 
uŶ ŵaǆiŵuŵ apƌğs ϲ heuƌes d’iŵŵeƌsioŶ : 1/Rp = 5,69.10-4 ϭ/;Ω.Đŵ²Ϳ avec 208 µL et 4,86.10-4 
ϭ/;Ω.Đŵ²Ϳ aǀeĐ ϱϰ µL. Avec une concentration quasiment 3 fois supérieure, la vitesse de corrosion ne 
paraît pas tellement augmentée, mais, sachant que les ŵolĠĐules additioŶŶelles iŶhiďeŶt d’autaŶt 
plus le processus de corrosion, la réponse observée avec les 1/Rp sous-Ġǀalue l’effet des 
hydrogénases. Une quantité (concentration et / ou activité) plus iŵpoƌtaŶte d’hǇdƌogĠŶase eŶtƌaîŶe 
une augmentation plus importante des vitesses de corrosion (en comparant avec les solutions 
contrôles). 
Une fois de plus, les résultats confirmeraient le foƌt iŵpaĐt Đoƌƌosif de l’hǇdƌogĠŶase suƌ l’aĐieƌ douǆ 
“ϮϯϱJR, ŵais pouƌ pouǀoiƌ ĐlaiƌeŵeŶt l’ideŶtifieƌ il est ŶĠĐessaiƌe de s’affƌaŶĐhiƌ autaŶt Ƌue possiďle 
de l’effet des ŵolĠĐules additioŶŶelles. 
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Figure 11 : Injection à t=0
+
 de :  ∆ 54 µL Hase native, ∆ 208 µL Hase native, ○ 50 µL Solution contrôle, ● 200 µL Solution 
contrôle, ◊ 300 µL Tris-HCl 0,1 M pH7, ─ pas d’iŶjeĐtioŶ Tris-HCl 0,1 M pH7, 
(a) EvolutioŶ du poteŶtiel ;∆E = Eoc(t)-Eoc(t=0)) au cours du temps, de l’aĐier SϮϯϱJR en milieu Tris-HCL 0,1 M pH7. 
(b) 1/Rp (pente de la courbe de polarisation) en fonction du temps, sur acier doux S235JR en milieu Tris-HCL 0,1 M pH7. 
 
 
- Hydrogénases modifiées : ∆Da et HϵϯC 
D’autƌes eǆpĠƌiŵeŶtatioŶs ƌĠalisĠes aǀeĐ uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ ĐƌoissaŶte d’hǇdƌogĠŶases ŵodifiĠes 
;∆Da et HϵϯCͿ oŶt ĠtĠ conduites. Mais les molécules additionnelles masquent complètement la 
réponse possible des hydrogénases, malgré une concentration en enzyme équivalente ou supérieure 
à la concentƌatioŶ d’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe eŶ Figure 11. Cependant l’aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue des deuǆ lots 
d’hydrogénase testés était très faible, voire quasiment nulle. A titƌe d’eǆeŵple, la Figure 12 reporte 
les poteŶtiels d’aďaŶdoŶs et ϭ/Rp ŵesuƌĠs eŶ pƌĠseŶĐe ou ŶoŶ d’hǇdƌogĠŶase ∆Da.  
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Figure 12 : Injection à t=0
+
 de : ∆ ϱϬ µL Hase ∆Da, ∆ ϴϬ µL Hase ∆Da, ○ ϱϬ µL SolutioŶ ĐoŶtrôle, ● ϮϬϬ µL SolutioŶ ĐoŶtrôle, 
◊ 50 µL Tris-HCl 0,1 M pH7. 
(a) EvolutioŶ du poteŶtiel ;∆EͿ au Đours du teŵps de l’aĐier S235JR en milieu Tris-HCL 0,1 M pH7. 
(b) 1/Rp (pente de la courbe de polarisation) en fonction du temps, sur acier doux S235JR en milieu Tris-HCL 0,1 M pH7. 
 
Le fait que les signaux électrochimiques ne soient pas différentiables en présence de ces deux types 
d’eŶzǇŵes paƌ ƌappoƌt auǆ solutioŶs ĐoŶtƌôles Ŷe peƌŵet pas de ĐoŶĐluƌe sur leur potentiel effet. En 
effet, soit elles catalysent moins (ou pas) la ƌĠaĐtioŶ ĐathodiƋue Ƌue l’hǇdƌogĠŶase Ŷative du fait de 
leur conformation ; soit leur activité enzymatique joue un rôle sur la catalyse de la réaction de 
ƌĠduĐtioŶ, et Đette aĐtiǀitĠ ĠtaŶt tƌğs faiďle, les eŶzǇŵes Ŷ’aƌƌiǀeŶt pas à ĐoŶtƌeďalaŶĐeƌ l’effet des 
molécules additionnelles. L’HϵϯC, Ƌui a uŶe ĐoŶfoƌŵatioŶ ƋuasiŵeŶt ideŶtiƋue à l’hǇdƌogĠŶase 
native ne devrait pas avoir un comportement très différent de l’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe face à la catalyse 
de la ƌĠaĐtioŶ de ƌĠduĐtioŶ. Il doit doŶĐ Ǉ aǀoiƌ uŶ lieŶ ĐeƌtaiŶ eŶtƌe l’aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue ďasse et 
une absence de réponse électrochimiquement significative. 
“’affƌaŶĐhiƌ des ŵolĠĐules additioŶŶelles ou eŶĐoƌe diŵiŶueƌ leuƌ iŵpaĐt suƌ les sigŶauǆ 
ĠleĐtƌoĐhiŵiƋues paƌaît doŶĐ uŶe ǀoie d’optiŵisatioŶ esseŶtielle à la ĐoŵpƌĠheŶsioŶ des 
phĠŶoŵğŶes ƌĠgissaŶt la ĐatalǇse du pƌoĐessus de ĐoƌƌosioŶ paƌ l’hǇdƌogĠŶase. 
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- Impact d’un même type d’hydrogénase sur la corrosion selon l’état d’oxydation des 
centres Fe-S 
 
- HydrogĠŶase ∆Da sous forŵe aĐtive, dĠgradĠe et iŶhiďĠe 
Coŵŵe pƌeŵiğƌes eǆpĠƌiŵeŶtatioŶs pouƌ teŶteƌ d’ideŶtifieƌ si Đe soŶt les ĐeŶtƌes Fe-S ou / et 
l’aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue de l’hǇdƌogĠŶase Ƌui ĐatalǇseŶt la ƌĠaĐtioŶ de ƌĠduĐtioŶ et doŶĐ le pƌoĐessus 
de ĐoƌƌosioŶ, l’hǇdƌogĠŶase ∆Da a ĠtĠ dĠgƌadĠe eŶ la faisaŶt ďouilliƌ peŶdaŶt ϭϬ à ϭϱ ŵiŶutes. Cette 
technique a été utilisée en tampon phosphate lors des travaux de Maha Mehanna (Mehanna 2009). 
Faiƌe ďouilliƌ l’eŶzǇŵe eŶtƌaîŶeƌait la dĠgƌadatioŶ de l’eŶzǇŵe et les ĐeŶtƌes Fe-S qui étaient enfouis 
dans la structure pouvaient alors ġtƌe eǆposĠs à la suƌfaĐe de l’eŶzǇŵe ou ďieŶ eŶĐoƌe ƌelâĐhĠs eŶ 
solutioŶ. Cette hǇpothğse aǀait peƌŵis d’eǆpliƋueƌ l’aĐĐĠlĠƌatioŶ du pƌoĐessus de Đoƌrosion en 
pƌĠseŶĐe d’hǇdƌogĠŶase ďouillie eŶ taŵpoŶ phosphate (Mehanna et al. 2016, article présenté en 
annexe 1). 
UŶ autƌe lot d’eŶzǇŵe ∆Da a ĠtĠ iŶhiďĠ eŶ l’eǆposaŶt à l’aiƌ peŶdaŶt ϭϱ ŵiŶutes. Ce lot d’eŶzǇŵe 
peƌŵet siŵpleŵeŶt d’aǀoiƌ uŶ ĐoŶtƌôle où l’eŶzǇŵe se Đoŵpoƌte Đoŵŵe uŶe pƌotĠiŶe iŶeƌte 
(Mehanna et al. 2016). UŶe fois les eŶzǇŵes iŶhiďĠes, uŶ ďullage d’azote daŶs la solutioŶ 
eŶzǇŵatiƋue peƌŵet d’ĠliŵiŶeƌ toute tƌaĐe d’oǆǇgğŶe eŶ solutioŶ et les aliƋuots soŶt de Ŷouǀeau 
sertis. 
L’ĠǀolutioŶ des poteŶtiels d’aďaŶdoŶ et les ∆E (Eoc(t)-Eoc(t=0)) ĐalĐulĠs eŶ pƌĠseŶĐe ou ŶoŶ d’Hase 
∆Da sous sa foƌŵe aĐtiǀe, dĠgƌadĠe et iŶhiďĠe soŶt pƌĠseŶtĠs daŶs les Figure 13 et Figure 14, 
respectivement. 
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Figure 13 : Evolution du potentiel d’aďaŶdoŶ au Đours du teŵps pour l’aĐier SϮϯϱJR eŶ ŵilieu Tris-HCl 0,1 M pH7 en 
prĠseŶĐe ou ŶoŶ d’Hase ∆Da ;[Hase] = Ϯ,1.10-3 µM). Injection à t=0+ de 50 µL :  
(a) ∆ Hase ∆Da forme active,  ○ Solution contrôle, ◊ Tris-HCl 0,1 M pH7,  
(b) □ Hase ∆Da forŵe dĠgradĠe,  ○ Solution contrôle, ◊ Tris-HCl 0,1 M pH7,  
(c) x Hase ∆Da forŵe iŶhiďĠe,  ○ Solution contrôle, ◊ Tris-HCl 0,1 M pH7.  
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Figure 14 : EvolutioŶ du poteŶtiel ;∆E = Eoc(t)-Eoc(t=0)) au cours du temps pour l’aĐier SϮϯϱJR eŶ ŵilieu Tris-HCL 0,1 M pH7, 
en présence ou ŶoŶ d’Hase ∆Da ;[FeS] = ϭ,Ϭϱ.10-2 µM), issue de la Figure 13. Injection à t=0+ de 50 µL : ∆  Hase ∆Da forŵe 
active,  □ Hase ∆Da forŵe dĠgradĠe x Hase ∆Da forŵe iŶhiďĠe,○ Solution contrôle, ◊ Tris-HCl 0,1 M pH7. 
L’iŶjeĐtioŶ d’Hase ∆Da sous sa foƌŵe dĠgƌadĠe et iŶhiďĠe eŶtƌaîŶe uŶe augŵeŶtatioŶ plus aďƌupte 
du poteŶtiel d’aďaŶdoŶ Ƌu’eŶ solutioŶ ĐoŶtƌôle et Ƌu’eŶ pƌĠseŶĐe d’hǇdƌogĠŶase ∆Da sous sa foƌme 
active. Le potentiel seuil est atteiŶt apƌğs ϰ heuƌes d’iŵŵeƌsioŶ pouƌ Đes deuǆ foƌŵes d’hǇdƌogĠŶase 
;∆E = Ϯϵ ŵV pouƌ la foƌŵe dĠgƌadĠe et ∆E = ϯϮ ŵV pouƌ la foƌŵe iŶhiďĠeͿ aloƌs Ƌu’eŶ pƌĠseŶĐe 
d’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe (ou active) le potentiel est encore en tƌaiŶ d’augŵeŶteƌ pƌogƌessiǀeŵeŶt. Le 
poteŶtiel d’aďaŶdoŶ apƌğs Ϯϰ heuƌes d’iŵŵeƌsioŶ est toujouƌs autouƌ de -0,691 V / ECS excepté pour 
un des tests réalisés eŶ pƌĠseŶĐe d’hǇdƌogĠŶase ∆Da inhibée. 
Les pentes des courbes de polarisation (1/Rp) sont encore uŶe fois eŶ ĐoŶtƌadiĐtioŶ aǀeĐ l’ĠǀolutioŶ 
des poteŶtiels d’aďaŶdoŶ pƌĠĐĠdeŵŵeŶt ĠǀoƋuĠe ;Figure 15). En effet, eŶ pƌĠseŶĐe d’hǇdƌogĠŶase 
∆Da dégradée ou inhibée les 1/Rp diŵiŶueŶt de façoŶ plus aďƌupte Ƌu’eŶ pƌĠseŶĐe d’hǇdƌogĠŶase 
∆Da aĐtiǀe et pouƌ la solutioŶ ĐoŶtƌôle. Au ďout de ϰ heuƌes d’iŵŵeƌsioŶ l’ĠǀolutioŶ des ǀitesses de 
ĐoƌƌosioŶ est siŵilaiƌe Ƌuelle Ƌue soit l’hǇdƌogĠŶase ∆Da iŶjeĐtĠe et se staďilise autour de 6,4.10-5 
ϭ/;Ω.Đŵ²Ϳ dğs ϲ heuƌes d’iŵŵeƌsioŶ et jusƋu’à Ϯϰ heuƌes. 
 
 
-0,01
0
0,01
0,02
0,03
0,04
0,05
0 5 10 15 20 25
ΔE
 (
V
) 
t(h) 
 Chapitre 4 – Molécules additionnelles  - 
146 
 
 
Figure 15 : 1/Rp (pente de la courbe de polarisation) en fonction du temps, sur acier doux S235JR en milieu Tris-HCL 0,1 M 
pH7, en prĠseŶĐe ou ŶoŶ d’Hase ∆Da ([FeS] = 1,05.10-2 µM). Injection à t=0+ de 50 µL : ∆  Hase ∆Da forŵe aĐtive,  □ Hase 
∆Da forŵe dĠgradĠe x Hase ∆Da forŵe iŶhiďĠe,○ Solution contrôle, ◊ Tris-HCl 0,1 M pH7. 
 
Cette diŵiŶutioŶ plus ƌapide des ǀitesses de ĐoƌƌosioŶ eŶ pƌĠseŶĐe d’hǇdƌogĠŶase inhibée confirme 
l’effet ŵasƋuaŶt des eŶzǇŵes, Ƌui se ĐoŵpoƌteŶt Đoŵŵe des pƌotĠiŶes iŶeƌtes. L’hǇdƌogĠŶase ∆Da 
dĠgƌadĠe a ǀƌaiseŵďlaďleŵeŶt le ŵġŵe effet Ƌue l’eŶzǇŵe iŶhiďĠe. L’hǇdƌogĠŶase ∆Da Ŷ’aǇaŶt pas 
de centres Fe-S autre que celui du domaine catalytique, la probabilité que ce centre Fe-S se retrouve 
à la suƌfaĐe de l’aĐieƌ douǆ est tƌğs faiďle. Il Ŷ’est pas possiďle iĐi de ĐoŶĐluƌe suƌ l’effet des ĐeŶtƌes 
Fe-“. Paƌ ĐoŶtƌe la dĠgƌadatioŶ de l’eŶzǇŵe eŶtƌaîŶe sa dĠsaĐtiǀatioŶ, l’aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue est donc 
nulle dans ce cas. AiŶsi la dĠsaĐtiǀatioŶ de l’eŶzǇŵe ƌeŶd la pƌotĠiŶe iŶeƌte et de Đe fait elle a uŶ 
effet iŶhiďiteuƌ suƌ le pƌoĐessus de ĐoƌƌosioŶ. L’aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue joue tƌğs ĐeƌtaiŶeŵeŶt uŶ ƌôle 
important dans la catalyse de la réaction de réduction qui accélère le processus de corrosion. La 
question est de savoir si les centres Fe-S jouent un rôle supplémentaire dans cette catalyse. 
- Hydrogénase H93C sous forme active et dégradée 
L’hǇdƌogĠŶase HϵϯC (qui a un S de plus que la native) a également été dégradée en faisant bouillir la 
solution enzymatique pendant 10 à 15 minutes. Ainsi, si une évolution différente est observée en 
pƌĠseŶĐe d’hǇdƌogĠŶase HϵϯC aĐtiǀe et dĠgƌadĠe, il seƌa possiďle d’Ġǀalueƌ l’iŵpaĐt des ĐeŶtƌes Fe-S 
suƌ l’aĐĐĠlĠƌation de la corrosion. Cette eǆpĠƌieŶĐe Ŷ’a toutefois pas pu être dupliquée, suite à une 
trop faible quantité disponible de cette hydrogénase. Le résultat obtenu peut toutefois permettre 
d’appƌĠĐieƌ uŶe pƌeŵiğƌe teŶdaŶĐe. De plus les expérimentations se font toujours en présence de 
molécules additionnelles. 
L’ĠǀolutioŶ des poteŶtiels d’aďaŶdoŶ eŶ pƌĠseŶĐe ou ŶoŶ d’Hase HϵϯC sous sa forme active ou 
dégradée est présentée dans la Figure 16. 
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Figure 16 : EvolutioŶ du poteŶtiel d’aďaŶdoŶ au Đours du teŵps de l’aĐier SϮϯϱJR eŶ ŵilieu Tris-HCl 0,1 M pH7 en 
prĠseŶĐe ou ŶoŶ d’Hase H93C ([FeS] = 1,05.10-2 µM). Injection à t=0+ de 300 µL :  
(a) ∆ Hase H93C forme active,  ○ Solution contrôle, ◊ Tris-HCl 0,1 M pH7,  
(b) ◊ Hase H93C forme dégradée,  ○ Solution contrôle, ◊ Tris-HCl 0,1 M pH7.  
 
Coŵŵe pƌĠĐĠdeŵŵeŶt l’ĠǀolutioŶ des poteŶtiels d’aďaŶdoŶ Ŷe diffğƌe pas  seloŶ la foƌŵe aĐtiǀe ou 
dĠgƌadĠe de l’hǇdƌogĠŶase et ĐoƌƌespoŶd ǀƌaiseŵďlaďleŵeŶt à l’iŵpaĐt des ŵolĠĐules 
additionnelles. Les pentes des courbes de polarisation (1/Rp) sont toujours en contradiction avec 
l’ĠǀolutioŶ des poteŶtiels d’aďaŶdoŶ pƌĠĐĠdeŵŵeŶt ĠǀoƋuĠe, du fait de la pƌĠseŶĐe de DTT ;Figure 
17). CepeŶdaŶt, eŶ pƌĠseŶĐe d’hǇdƌogĠŶase dĠgƌadĠe, les ϭ/Rp chutent autant Ƌu’eŶ solutioŶ 
contrôle, voire même de façon un peu plus abrupte : au bout de 10 minutes, 1/Rp vaut 3,43.10
-4 
ϭ/;Ω.Đŵ²Ϳ aǀeĐ HϵϯC dĠgƌadĠe et ϰ,ϴϱ.ϭϬ-4 ϭ/;Ω.Đŵ²Ϳ aǀeĐ solutioŶ contrôle.  
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Figure 17 : 1/Rp (pente de la courbe de polarisation) en fonction du temps, sur acier doux S235JR en milieu Tris-HCL 0,1 M 
pHϳ, eŶ prĠseŶĐe ou ŶoŶ d’Hase H93C ([FeS] = 1,05.10-2 µM). Injection à t=0+ de 300 µL de : ∆ Hase H93C forme active, ◊ 
Hase H93C forme dégradée,  ○ Solution contrôle, ◊ Tris-HCl 0,1 M pH7.  
 
AiŶsi, eŶ pƌĠseŶĐe d’hydrogénase H93C dégradée, il ne semblerait pas y avoir accélération du 
processus de corrosion. Les centre Fe-S ne jouent peut être pas un rôle de promoteur de la corrosion 
et au ĐoŶtƌaiƌe, il Ǉ auƌait uŶ effet d’iŶhiďitioŶ du fait du ŵasƋuage de la suƌfaĐe aĐtiǀe paƌ les dĠďƌis 
d’eŶzǇŵe, doŶt les ĐeŶtƌes Fe-S. Il est ĠgaleŵeŶt possiďle Ƌue l’aĐĐĠlĠƌatioŶ de la corrosion ne soit 
pas visible, les molécules additionnelles prenant peut-être le pas sur les autres phénomènes. Cette 
première tendance observée ici, nécessiterait d’appƌofoŶdiƌ les eǆpĠƌiŵeŶtatioŶs eŶ ƌĠalisant plus 
de tests en pƌĠseŶĐe d’hǇdƌogĠŶase dĠgƌadĠe et surtout avec une concentration en molécules 
additionnelles optimisée.   
 
3. Observation de surface : effet des enzymes sur l’état de surface de 
l’acier doux après ʹ4 heures d’immersion 
 
Lors de toutes les expérimentations électrochimiques avec injection de Tris-HCl, de solutions 
ĐoŶtƌôle, de solutioŶs d’hǇdƌogĠŶase, des photos des ĐoupoŶs d’aĐieƌ oŶt ĠtĠ pƌises apƌğs Ϯϰ heuƌes 
d’iŵŵeƌsioŶ daŶs le ŵilieu d’Ġtude. Pour une même concentration en enzyme natiǀe et ∆Da de 
2,10.10-3 µM iŶjeĐtĠe eŶ solutioŶ, les photogƌaphies des ĐoupoŶs d’aĐieƌ apƌğs Ϯϰ heuƌes 
d’immersion sont reportées dans le Tableau 5. Les photogƌaphies des ĐoupoŶs d’aĐieƌ pouƌ les 
solutions contrôles associées et en milieu Tris-HCl 0,1 M pH7 sont également reportées.  
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  Volume injecté 
  50 ou 54 µL 200 ou 208 µL 
Tris-HCl 
 
  
Solution 
contrôle 
 
  
Hase 
∆Da  
 
 
Hase 
native 
  
 
Tableau 5 : Photographies des ĐoupoŶs d’aĐiers aprğs Ϯϰ heures d’iŵŵersioŶ daŶs le ŵilieu d’Ġtude. 
En milieu Tris-HCl, la suƌfaĐe de l’aĐieƌ est gloďaleŵeŶt plus ĐoƌƌodĠe Ƌu’eŶ pƌĠseŶĐe des ŵolĠĐules 
additionnelles, ce qui corroboƌe l’effet iŶhiďiteuƌ des ŵolĠĐules additioŶŶelles suƌ le pƌoĐessus de 
corrosion.  Cependant, en milieu Tris-HCl les rayures de polissage sont toujours visibles même si sur 
la photogƌaphie elles Ŷ’appaƌaisseŶt pas. Apƌğs iŶjeĐtioŶ des solutioŶs ĐoŶtƌôles, la suƌfaĐe de l’aĐieƌ 
est plus ďƌillaŶte Ƌu’eŶ ŵilieu Tƌis-HCl et ƋuelƋues piƋûƌes soŶt ǀisiďles à l’œil Ŷu. L’effet de ďƌillaŶĐe 
montre bien la présence des rayures de polissage. 
EŶ pƌĠseŶĐe d’hǇdƌogĠŶase ∆Da, la suƌfaĐe seŵďle aǀoiƌ le ŵġŵe pƌofil Ƌue pour la solution contrôle 
assoĐiĠe. CeĐi ĐoŶfiƌŵe l’iŶeffiĐaĐitĠ de l’hǇdƌogĠŶase ∆Da ;aǀeĐ uŶe aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue faiďleͿ 
pour accélérer le processus de corrosion en présence des molécules additionnelles. 
EŶ pƌĠseŶĐe d’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe, la suƌfaĐe de l’aĐieƌ est plus opaƋue et ŵoiŶs ďƌillaŶte Ƌu’eŶ 
solutioŶ ĐoŶtƌôle et Ƌu'eŶ pƌĠseŶĐe d’hǇdƌogĠŶase ∆Da, à ŵġŵe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ. Cette photogƌaphie 
ĐoŶfiƌŵe l’effet Đoƌƌosif de l’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe ŵalgƌĠ la pƌĠseŶĐe des ŵolĠĐules additoŶŶelles. 
Les coupons d’aĐieƌs oŶt ĠgaleŵeŶt ĠtĠ oďseƌǀĠs au ŵiĐƌosĐope optiƋue et au MEB ŵais tƌğs peu de 
diffĠƌeŶĐes oŶt ĠtĠ oďseƌǀĠes suƌ les diffĠƌeŶtes suƌfaĐes des ĐoupoŶs d’aĐieƌs et Ŷe peƌŵetteŶt pas 
d’appoƌteƌ de ĐoŶĐlusioŶs supplĠŵeŶtaiƌes. Ces iŵages Ŷe soŶt doŶĐ pas reportées ni analysées. 
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Conclusion 
 
Les pƌeŵiğƌes eǆpĠƌiŵeŶtatioŶs ĠleĐtƌoĐhiŵiƋues ƌĠalisĠes eŶ pƌĠseŶĐe d’hǇdƌogĠŶase Ŷ’oŶt pas 
peƌŵis d’ideŶtifieƌ ĐlaiƌeŵeŶt leuƌ effet suƌ la ĐoƌƌosioŶ de l’aĐieƌ douǆ “ϮϯϱJR. EŶ effet, des 
molécules nécessaires au proĐessus de puƌifiĐatioŶ, se ƌetƌouǀeŶt eŶ solutioŶ aǀeĐ l’hǇdƌogĠŶase à 
faible concentration dans les aliquots de fin de purification : le dithiotreitol (DTT), le dithionite de 
sodium et la desthioďiotiŶe. Ces pƌoduits ĐhiŵiƋues d’additioŶ oŶt ĠtĠ ideŶtifiĠs comme des 
ŵolĠĐules paƌasitaŶt le sigŶal ĠleĐtƌoĐhiŵiƋue et Ƌui soŶt eŶ ĐoŵpĠtitioŶ aǀeĐ l’hǇdƌogĠŶase. 
Les molécules additionnelles entraînent toujours une diminution des vitesses de corrosion et ce 
malgré leur faible concentration en solution. Le DTT est une molécule à effet antagoniste sur le 
pƌoĐessus de ĐoƌƌosioŶ, eŶ augŵeŶtaŶt d’uŶe paƌt le poteŶtiel d’aďaŶdoŶ et eŶ diŵiŶuaŶt d’autƌe 
part la vitesse de corrosion. Cet effet antagoniste entraîne une trop grande perturbation du signal 
électrochimique et Ŷe peƌŵet pas d’appoƌteƌ des ĐoŶĐlusioŶs ĠǀideŶtes suƌ l’effet de l’hǇdƌogĠŶase.  
L’augŵeŶtatioŶ du poteŶtiel d’aďaŶdoŶ Ŷe peut pas ġtƌe attƌiďuĠe à l’hǇdƌogĠŶase seuleŵeŶt et 
l’eŶzǇŵe Ŷe peut pas ĐoŵplğteŵeŶt ĐoŶtƌeĐaƌƌeƌ l’effet iŶhiďiteuƌ des ŵolĠĐules additionnelles. 
D’autƌe paƌt, il a ĠtĠ ideŶtifiĠ Ƌue le dithioŶite et la desthioďiotiŶe oŶt pouƌ effet d’iŶhiďeƌ le 
pƌoĐessus de ĐoƌƌosioŶ, eŶ diŵiŶuaŶt le poteŶtiel d’aďaŶdoŶ et les ǀitesses de ĐoƌƌosioŶ, paƌ effet 
iŶhiďiteuƌ pouƌ l’uŶe (dithionite de sodium) et paƌ effet de ŵasƋuage de la suƌfaĐe pouƌ l’autƌe 
(desthiobiotine).  Coŵŵe le poteŶtiel d’aďaŶdoŶ diŵiŶue, oŶ peut peŶseƌ Ƌue si l’hǇdƌogĠŶase aƌƌiǀe 
à accélérer le processus de corrosion, une augmentation de potentiel pourra être détectée. 
CependaŶt, il faut Ƌue l’eŶzǇŵe ait uŶ pouǀoir catalyseur plus important que le pouvoir inhibant des 
molécules additionnelles. 
Il a donc été nécessaire de chercher à optimiser le protocole de purification de façon à diminuer la 
concentration des molécules additionnelles, et ce, pour assurer une perturbation moindre du signal 
électrochimique. Il faut cependant que cette concentration en molécules additionnelles permette 
une purification toujouƌs aussi effiĐaĐe de l’eŶzǇŵe aǀeĐ uŶe aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue optiŵale.  
La purification se faisant en boîte à gants avec une concentration en oxygène contrôlée et les 
aliquots étant scellés sous hydrogène, il est raisonnable de penser que les conditions de travail 
assuƌeŶt uŶ ďoŶ ŵaiŶtieŶ de l’aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue. Le pƌeŵieƌ poiŶt d’aŵĠlioƌatioŶ du pƌotoĐole a 
ĠtĠ d’ĠliŵiŶeƌ le DTT, ŵolĠĐule ĐoŵpliƋuaŶt le plus l’iŶteƌpƌĠtatioŶ des signaux électrochimiques. 
Cette molécule était ajoutée en fin de processus de purification afin de garder une activité 
enzymatique élevée en éliminant les tƌaĐes possiďles d’oǆǇgğŶe et a doŶĐ faĐileŵeŶt ĠtĠ ƌetiƌĠe du 
protocole de purification. 
Le dithionite qui a un rôle similaire au DTT, Ŷ’a pas ĠtĠ eŶleǀĠ du pƌotoĐole de puƌifiĐatioŶ pouƌ 
peƌŵettƌe tout de ŵġŵe d’ĠliŵiŶeƌ les ĠǀeŶtuelles tƌaĐes d’oǆǇgğŶe. CepeŶdaŶt, à Đette 
ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de Ϯ ŵM, il a ĠtĠ ƌeŵaƌƋuĠ Ƌue le dithioŶite pouǀait ƌelaƌgueƌ de l’hǇdƌogĠŶe loƌs des 
tests d’aĐtiǀitĠ. L’aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue est aloƌs suƌestiŵĠe. AfiŶ d’attĠŶueƌ Đet effet, sa 
concentration a été diminuée à 0,5 mM. 
La desthioďiotiŶe assuƌe l’ĠlutioŶ de l’hǇdƌogĠŶase aĐĐƌoĐhĠe à la ĐoloŶŶe de puƌifiĐatioŶ. 
AugŵeŶteƌ sa ĐoŶĐeŶtƌatioŶ peƌŵet d’aǀoiƌ uŶ ƌeŶdeŵeŶt de puƌifiĐatioŶ plus iŵpoƌtaŶt. Il a ĠtĠ 
dĠĐidĠ d’augŵeŶteƌ sa concentration à 10 et 7,5 mM. 
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Finalement, après avoir testé les diverses solutions, la composition optimale en molécules 
additionnelles assurant le moins de perturbations des signaux électrochimiques et assurant la 
pĠƌeŶŶitĠ de l’eŶzǇŵe est Ġtaďlie à Ϭ,ϱ ŵM de dithioŶite et ϳ,ϱ ŵM de desthiobiotine.  
Malgré le fort effet inhibiteur des molécules additionnelles, il a toute de même été remarqué que 
l’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe a uŶ foƌt poteŶtiel Đoƌƌosif suƌ l’aĐieƌ “ϮϯϱJR, puisƋue les ǀitesses de ĐoƌƌosioŶ 
ont tout de même été augmentées après une diminution au cours de la première heure. En présence 
d’hǇdƌogĠŶase ŵodifiĠe ;HϵϯC ou ∆DaͿ la vitesse de corrosion correspond à celle obtenue pour les 
molécules additionnelles, et ce, malgré une concentration en Fe-S ou en protéine identique à celle de 
l’eŶzyme. AiŶsi, l’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe seŵďle aǀoiƌ uŶ pouǀoiƌ ĐatalǇseuƌ plus iŵpoƌtaŶt Ƌue les deuǆ 
hydrogénases modifiées étudiées dans ce chapitre. Cependant, plusieurs paramètres divergeaient : 
uŶe ĐoŶfoƌŵatioŶ diffĠƌeŶte seloŶ le tǇpe d’hǇdƌogĠŶase et uŶe activité enzymatique quasiment 
nulle pour les hydrogénases modifiées. Il serait donc ďieŶ de pouǀoiƌ Đoŵpaƌeƌ l’effet des eŶzǇŵes 
ayant une même activité spécifique. La suite de la thèse se focalisera sur les mécanismes engendrant 
l’aĐĐĠlĠƌatioŶ du pƌoĐessus de corrosion par catalyse de la dépolarisation cathodique et ce, avec une 
concentration en molécules additionnelles optimisée. Le but est alors de réussir à déterminer si la 
ĐatalǇse paƌ l’hǇdƌogĠŶase est due au centre catalytique lui-même et à son activité enzymatique, ou / 
et à la présence des centres Fe-“ Ƌui peuǀeŶt agiƌ eŶ taŶt Ƌue dĠpôts ĐatalǇseuƌs à l’iŵage des 
mécanismes reportés pour les BSR. 
EŶ ƌĠsuŵĠ, pouƌ la suite, les eǆpĠƌiŵeŶtatioŶs eŶ pƌĠseŶĐe d’hǇdƌogĠŶase se feƌoŶt aǀeĐ la 
composition optimisée en molécules additionnelles. Les activités enzymatiques seront dorénavant 
mesurées (mesures effectuées au LISBP) le même jour que les expérimentations électrochimiques. 
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Les solutions d’hǇdƌogĠŶase utilisĠes daŶs Đe Đhapitƌe Ŷe ĐoŶtieŶŶeŶt pas de DTT. Les ĐoŵpositioŶs 
eŶ dithioŶite et desthioďiotiŶe soŶt ƌespeĐtiǀeŵeŶt de Ϭ,ϱ ŵM et ϭϬ ŵM daŶs l’aƌtiĐle ϭ et oŶt 
ensuite été optimisées à 0,5 mM et 7,5 mM.  
I. Impact de l’hydrogénase native sur la corrosion de l’acier 
doux S235JR 
 
1. Principaux résultats présentés dans l’article ʹ : 
L’aƌtiĐle Ϯ a pouƌ oďjeĐtif d’Ġtudieƌ l’iŶflueŶĐe de l’hǇdƌogĠŶase suƌ la ĐoƌƌosioŶ aŶaĠƌoďie de l’aĐieƌ 
doux S235JR en utilisant une technique de confinement (le sac de dialyse). Cette étude a été réalisée 
dans des cellules électrochimiques (Metrohm) à trois électrodes. Un premier montage est utilisé 
(montage classique, Figure 6, Chapitre 2) avec 60 mL de solution Tris-HC 0,1 M pH7 préalablement 
désaérée, dans laquelle sont injectées les solutions enzymatiques et contrôles. Les solutions 
contrôles sont les solutions dans lesquelles les enzymes se retrouvent en fin de purification : milieu 
Tris-HCl 0,1 M pH8 contenant 0,5 mM de dithionite et 7,5 mM de desthiobiotine. 
UŶ seĐoŶd ŵoŶtage peƌŵettaŶt de ĐoŶĐeŶtƌeƌ la ƋuaŶtitĠ d’hǇdƌogĠŶase au ǀoisiŶage de l’ĠleĐtrode 
de travail a également été conçu (Figure 7, Chapitre 2Ϳ. Les solutioŶs d’hǇdƌogĠŶase et ĐoŶtƌôles soŶt 
alors injectées dans les 6 mL de Tris-HCl 0,1 M pH7 contenus dans le sac de dialyse, conduisant à une 
concentration dix fois plus importante que dans le montage 1 en hydrogénase tout en gardant la 
même quantité injectée. 
Les résultats ont montré que : 
- DaŶs les deuǆ ŵoŶtages eǆpĠƌiŵeŶtauǆ, l’iŶjeĐtioŶ d’hǇdƌogĠŶase iŶduit uŶ saut de poteŶtiel 
;eǆĐeptĠ pouƌ l’iŶjeĐtioŶ de ϳ,ϱ µLͿ aloƌs Ƌue les solutioŶs contrôles induisent une chute du 
poteŶtiel d’aďaŶdoŶ. L’iŶǀeƌse de la ƌĠsistaŶĐe de polaƌisatioŶ ;ϭ/Rp), proportionnel à la 
ǀitesse de ĐoƌƌosioŶ, est ĠgaleŵeŶt augŵeŶtĠ eŶ pƌĠseŶĐe d’hǇdƌogĠŶase et diŵiŶue pouƌ 
les solutions contrôles. 
- L’iŶjeĐtioŶ de ϳ,ϱ µL d’hǇdƌogĠŶase, tout Đoŵŵe l’iŶjeĐtioŶ du ĐoŶtƌôle ĐoƌƌespoŶdaŶt, Ŷ’a 
iŶduit auĐuŶe ĠǀolutioŶ paƌtiĐuliğƌe du poteŶtiel d’aďaŶdoŶ, et Đe, ŵġŵe daŶs le ŵoŶtage Ϯ 
où la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ fiŶale d’hǇdƌogĠŶase est diǆ fois plus iŵpoƌtaŶte. Paƌ ĐoŶtƌe l’ĠǀolutioŶ 
de 1/Rp ŵoŶtƌe uŶe ĠǀolutioŶ siŵilaiƌe à l’ĠǀolutioŶ oďteŶue eŶ ŵilieu Tƌis-HCl alors que 
l’iŶjeĐtioŶ de solutioŶ ĐoŶtƌôle ĐoŶduit à uŶe diŵiŶutioŶ des ǀitesses de ĐoƌƌosioŶ. AiŶsi, 
l’iŶjeĐtioŶ d’hǇdƌogĠŶase a tout de ŵġŵe iŶduit uŶe augŵeŶtatioŶ de la ǀitesse de 
ĐoƌƌosioŶ, paƌ ƌappoƌt à la solutioŶ ĐoŶtƌôle iŶdiƋuaŶt Ƌue l’iŶjeĐtioŶ de Đe faiďle ǀoluŵe est 
suffisaŶte pouƌ oďseƌǀeƌ l’effiĐaĐitĠ de l’eŶzǇŵe. La ĐoŵpĠtitioŶ eŶtƌe l’hǇdƌogĠŶase et les 
ŵolĠĐules additioŶŶelles aŶŶihile l’effet fiŶal de l’eŶzǇŵe suƌ le poteŶtiel d’aďaŶdoŶ. 
- L’iŶjeĐtioŶ de ϳϱ µL d’hǇdƌogĠŶase iŶduit uŶ aŶoďlisseŵeŶt de poteŶtiel Ƌui atteiŶt uŶ 
maximum après 1 heure, de 19,5 mV dans le montage 1 et de 49,5 mV dans le montage 2. Le 
potentiel diminue ensuite progressivement au cours du temps mais reste toujours supérieur 
à Đelui des solutioŶs ĐoŶtƌôles. Le ŵġŵe tǇpe d’ĠǀolutioŶ est oďseƌǀĠ aǀeĐ les ϭ/Rp. Une 
augmentation de la vitesse de corrosion est observée pendant la première heure avec un 
maximum de 1/Rp atteignant 1,7.10
-3 1/;Ω.cm²) dans le montage 1 et 3,5.10-3 ϭ/;Ω.Đŵ²Ϳ daŶs 
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le ŵoŶtage Ϯ, suiǀie d’uŶe diŵiŶutioŶ pƌogƌessiǀe des ϭ/Rp. Pour une même quantité 
iŶjeĐtĠe, l’iŵpaĐt de l’hǇdƌogĠŶase suƌ la ĐoƌƌosioŶ de l’aĐieƌ “ϮϯϱJR est plus iŵpoƌtaŶt daŶs 
le montage 2 que dans le montage 1 : en réalité le sac de dialyse du montage 2 permet de 
ĐoŶĐeŶtƌeƌ l’eŶzǇŵe au ǀoisiŶage de la suƌfaĐe. L’utilisatioŶ de Đe ŵoŶtage seƌa doŶĐ 
préférée par la suite. La diminution du potentiel et de la vitesse de corrosion observée après 
ϭ heuƌe d’iŵŵeƌsioŶ peut s’eǆpliƋueƌ paƌ uŶe ĐeƌtaiŶe dĠsoƌptioŶ / désactivation de 
l’hǇdƌogĠŶase. 
- L’iŶjeĐtioŶ de ϭϱϬ µL daŶs le ŵoŶtage Ϯ, iŶduit uŶ saut de poteŶtiel ĠƋuiǀaleŶt à Đelui 
oďseƌǀĠ pouƌ ϳϱ µL daŶs le ŵġŵe ŵoŶtage. Paƌ ĐoŶtƌe, le poteŶtiel d’aďaŶdoŶ ƌeste stable 
au cours du temps. De même, les 1/Rp diminuent de façon moins abrupte au cours du temps. 
UŶe ƌĠseƌǀe d’eŶzǇŵe eŶ solutioŶ peut ĐeƌtaiŶeŵeŶt ĐoŶtƌeĐaƌƌeƌ l’effet de dĠsoƌptioŶ / 
dĠsaĐtiǀatioŶ de l’hǇdƌogĠŶase suƌ la suƌfaĐe de l’aĐieƌ douǆ. 
- L’iŶjeĐtioŶ de ϭϲϬ µL daŶs le ŵoŶtage Ϯ d’uŶ autƌe lot d’eŶzǇŵe aǇaŶt uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ 
ĠƋuiǀaleŶte à Đelle oďteŶue pouƌ l’iŶjeĐtioŶ de ϳϱ µL iŶduit le ŵġŵe aŶoďlisseŵeŶt de 
potentiel. Ceci semble en accordance avec leur concentration. Cependant, le potentiel 
d’aďaŶdoŶ Ŷe diŵiŶue pas au Đouƌs du teŵps apƌğs le saut de poteŶtiel. L’aĐtiǀitĠ 
eŶzǇŵatiƋue Ƌui est deuǆ fois plus iŵpoƌtaŶte daŶs le Đas de l’iŶjeĐtioŶ de ϭϲϬ µL seŵďle 
doŶĐ joueƌ uŶ ƌôle ŵajeuƌ daŶs l’aĐĐĠlĠƌatioŶ de la ĐoƌƌosioŶ de l’aĐieƌ douǆ et daŶs le 
maintien de ce phénomène. 
- Les tests effeĐtuĠs eŶ iŵpĠdaŶĐe oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌu’apƌğs ϱ heuƌes d’iŵŵeƌsioŶ eŶ pƌĠseŶĐe 
d’hǇdƌogĠŶase la ƌĠsistaŶĐe au tƌaŶsfeƌt de Đhaƌge est diǀisĠe paƌ Ϯ aloƌs Ƌue saŶs 
hydrogénase elle a au contraire considérablement augmenté. D’autƌe paƌt, apƌğs Ϯϰ heuƌes 
d’iŵŵeƌsioŶ eŶ pƌĠseŶĐe d’hǇdƌogĠŶase, la ĐapaĐitĠ de douďle ĐouĐhe ĐalĐulĠe ƌeste tƌğs 
élevée, confirmant que la surface active effective est supérieure à la surface géométrique 
utilisée pour les calculs. Ceci est confirmé par les images obtenues au MEB en coupe 
transversale qui montrent une surface moins lisse pour les coupons immergés en présence 
d’hǇdƌogĠŶase. 
- UŶe iŵŵeƌsioŶ des ĠleĐtƌodes eŶ pƌĠseŶĐe d’hǇdƌogĠŶase peŶdaŶt Ϯϰ heuƌes eŶtƌaîŶe uŶe 
attaque aux joints de grains des ĐoupoŶs d’aĐieƌ, aloƌs Ƌue saŶs eŶzǇŵe, les ƌaǇuƌes de 
polissage ƌesteŶt ǀisiďles. Des piƋûƌes de foƌŵe ĐaƌƌĠe soŶt souǀeŶt oďseƌǀĠes aǀeĐ l’eŶzǇŵe 
et peuǀeŶt ġtƌe assoĐiĠes à l’eŶlğǀeŵeŶt de gƌaiŶs de feƌƌite. Les piƋûƌes peuǀeŶt atteiŶdƌe 
une profondeuƌ de ϭϬ µŵ. AuĐuŶe ĐoƌƌosioŶ auǆ joiŶts de gƌaiŶs Ŷ’est oďseƌǀĠe loƌsƋue les 
solutions contrôles sont injectées. Au contraire, les molécules additionnelles semblent 
inhiber le processus de corrosion certainement par un effet de masquage de la surface. 
Cependant l’iŶhoŵogĠŶĠitĠ de la Đouǀeƌtuƌe de la suƌfaĐe paƌ les espğĐes iŶeƌtes eŶtƌaîŶe 
une corrosion localisée et des piqûres éparses avec un diamètre plus important (50-80 µm²) 
sont observées.  
-  Globalement, toutes les techniques utilisées (suivi du poteŶtiel d’aďaŶdoŶ, ĠǀolutioŶ des 
1/Rp, impédance, analyses de surface et du milieu) ont démontré le fort impact corrosif de 
l’hǇdƌogĠŶase suƌ l’aĐieƌ douǆ, suƌtout au ǀu de la ƋuaŶtitĠ d’eŶzǇŵe Ƌui ƌeste soŵŵe toute 
faible. Les électrolyses réalisées à poteŶtiel ĐathodiƋue oŶt ĐoŶfiƌŵĠ Ƌue l’hǇdƌogĠŶase 
ĐatalǇse ďieŶ la ƌĠaĐtioŶ de ƌĠduĐtioŶ des pƌotoŶs et/ou de l’eau paƌ tƌaŶsfeƌt ĠleĐtƌoŶiƋue 
direct. Ainsi, en corrosion, par transfert électronique direct, les hydrogénases accélèrent la 
réaction cathodique et, daŶs l’hǇpothğse où la vitesse de réaction anodique ne varie pas ou 
peu (courbe exponentielle), le processus de corrosion est alors accéléré. Il semble 
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ŵaiŶteŶaŶt Đlaiƌ Ƌue l’aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue et / ou la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de l’eŶzǇŵe joueŶt uŶ 
rôle majeur dans cette catalyse. 
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ABSTRACT 
The influence of [Fe-Fe]-hydrogenase from Clostridium acetobutylicum on the anaerobic corrosion of 
mild steel was studied and the use of a dialysis bag to contain the enzyme in the close vicinity of the 
electrode surface led to conclusive tests. Electrochemical measurements (open-circuit potential 
monitoring, corrosion rate evolution, impedance), and surface and medium analysis, all confirmed 
the strong effect of hydrogenase to exacerbate the corrosion process. Electrolysis performed at a 
cathodic potential proved that hydrogenase catalysed the electrochemical reduction of protons or 
water into dihydrogen by direct electron transfer, demonstrating the involvement of hydrogenase in 
cathodic depolarization. 
KEYWORDS: mild steel, microbiological corrosion, EIS, SEM 
1. Introduction 
Hydrogenases are produced by microorganisms from diverse phylogenetic classifications, such as 
dissimilatory metal reducing bacteria [1], fermentative bacteria [2] and methanogenic archaea [3], 
among others [4]. Hydrogenases, which are either present in bacteria or free in solution, have been 
identified as key proteins in microbially induced corrosion (MIC) phenomena [3,5–10] but this is still a 
controversial issue. Even though these enzymes are present in most of the microorganisms involved 
in corrosion, the participation of hydrogenases in a direct electron transfer mechanism has rarely 
been demonstrated. Otherwise, free enzymes are often assumed to be unstable but Chatelus et al. 
[11] have demonstrated that hydrogenases can be stable over months and that their activity does 
not depend on the presence of viable cells. Thus, bacteria (which contain hydrogenases) or free 
hydrogenases that are still attached to metallic surfaces may retain their catalysing capabilities for a 
long time. Yates et al. [12] have also shown that the hydrogen reaction can be enhanced not only by 
living cells but also by cell debris (including killed microorganisms and hydrogenase). 
Hydrogenases are defined as oxidoreductases that have their redox potential at the same potential 
as the H2/H
+ redox couple (-410 mV vs standard hydrogen electrode) at ambient standard conditions 
(25°C, atmospheric pressure, all concentrations 1 M except for the pH of 7) [12]. In anaerobic 
conditions, hydrogenases catalyse the reversible reaction shown in Eq.1 [13–17]. 
 
 ʹ�+ + ʹ�−↔ �2 Eq.1. 
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This reduction reaction, which is the driving force of anaerobic corrosion, is generally considered as 
the rate-limiting reaction in the corrosion process of steel. Two mechanisms of hydrogenase action 
on corrosion have been established [5,6,18]. The first involves a synergetic effect between 
hydrogenase and phosphates (or weak acids) in presence of a redox mediator [18–20]. The second 
mechanism proposed does not require a redox mediator and hydrogenase catalyses the reduction of 
protons or water by direct electronic transfer [5,6]. The ability of various purified redox enzymes to 
accept electrons directly from cathodic surfaces has been repeatedly demonstrated [3,7,21,22], and 
the particular involvement of free hydrogenase in metal corrosion has sometimes been proposed 
[3,5,6,11]. However, there is no clear demonstration, at this time, of corrosion process catalysis by 
direct electron transfer between the hydrogenase and the mild steel, that can be considered as a 
cathodic depolarization. 
When investigating the impact of an electromethanogenic archaeon called Methanococcus 
maripaludis (M.m.) on the corrosion of iron granules, Deutzmann et al. discovered an apparently 
direct electron uptake explained by redox-active enzymes, such as hydrogenases [3]. This was 
demonstrated by using the wild-type strain of M.m. and a mutant strain with no hydrogenases. 
When Fe(0)-containing vials were amended with the mutant cell-free culture medium, the H2 
formation rate was equivalent to the abiotic control (51 ± 7.8 nmol electron equivalents (eeq)/h) 
whereas, with the wild type cell-free culture medium, the formation rate of H2 was more than 5 
times higher (274 ± 49 nmol eeq/h). Thus, hydrogenases released from cells could be adsorbed on 
the Fe surface and, by direct electron transfer, could catalyse the H2 formation. In their natural 
environment, release of hydrogenases in the medium by some microorganisms has been suggested 
to be accidental or to take place with the purpose of producing the small compounds required for 
the catabolism of others: development thanks to a sacrificial subpopulation [3]. Thus, the impact of 
microorganisms (such as IRB or SRB) on the corrosion process [23,24] could be directly due to the 
involvement of hydrogenases as free enzymes in solution rather than occurring only inside cells as 
was suspected so far [25]. The free hydrogenases could adsorb to an electron donor surface to 
catalyse the formation of H2 and thus the corrosion process. 
Because of their excellent properties (high efficiency, high specificity, low over-potential for H2 
oxidation, biodegradability), hydrogenases are emerging as good candidates in many processes, 
notably in biofuel cells. Hydrogenase coated electrodes have been investigated [21,26,27], often 
using a graphite-based electrode[27–30]. These technologies are also based on the idea that 
hydrogenases could be adsorbed on the surface of electrodes and could take electrons directly from 
conductive materials at this surface to catalyse the formation of H2. Lukey et al. [28] adsorbed two 
different hydrogenases from Escherichia Coli as a film on a pyrolytic graphite edge electrode (at pH6, 
30°C) and showed that they were able to catalyse electrochemical reactions that usually required a 
large overpotential. But the efficiency of these coated electrodes is very limited, notably due to the 
inactivation of the hydrogenases because of the protein desorption [26] and / or deactivation / 
conformation change [30]. A new strategy is being explored to better immobilize hydrogenases on 
the electrode surface by orienting them [26,30]. 
Among the hydrogenases ([Ni-Fe]-hydrogenases, [Fe-Fe]-hydrogenases, [Ni-Fe-Se]-hydrogenases), 
[Fe-Fe]-hydrogenases were chosen for the present study because of their high activity in the 
reduction of protons (10- to 100-fold that of [Ni-Fe]-hydrogenases) [31]. [Fe-Fe]-hydrogenases, often 
found as monomers, contain a catalytic domain, called the H-cluster, and a variable number of Fe-S 
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clusters thought to be involved in electron transfer [14,21,32]. The H-cluster of [Fe-Fe]-hydrogenase 
is composed of a 2Fe subsite covalently bound to a [4Fe-4S] sub-cluster. 
In the present work, the [Fe-Fe]-hydrogenase from Clostridium acetobutylicum (Ca) was selected, as 
this bacteria is known to be the microorganism that most efficiently produces hydrogen from hexose 
[31,33]. Its catalytic domain is an arrangement of six iron atoms in the form of two groups: [4Fe-4S] 
and [2Fe], where the two iron atoms connected together constitute the active site. After the 
purification process, the hydrogenase was embedded in a buffered solution with low concentrations 
of dithionite and desthiobiotin. It has been demonstrated in a previous work that these molecules 
have an inhibiting effect on the corrosion process [34]. The concentration of the additional 
molecules, essential for the purification process, was optimized to allow a high activity of 
hydrogenase and a lower impact on the electrochemical response for corrosion tests simultaneously. 
While this previous work only studied the effect of additional molecules, the present one focused on 
the influence of hydrogenase on the anaerobic corrosion of mild steel, using a containment 
technique (dialysis bag) that concentrated the amount of enzyme around the surface. 
Electrochemical measurements (open-circuit potential monitoring, polarization resistance, 
impedance and cathodic electrolysis) and surface and medium analysis were used to decipher the 
hydrogenase action in chloride neutral medium.  
 
2. Materials and methods 
 
2.1. Hydrogenase production and purification 
Tris(hydroxymethyl) aminomethane (named Tris) was purchased from Acros Organic, and 
hydrochloric acid, sodium dithionite and desthiobiotin were from Sigma. The Tris-HCl medium was 
prepared in order to have a final concentration of 0.1 M of Tris in distilled water. The pH was 
adjusted to pH7 or pH8 by adding concentrate HCl solution and using mechanical stirring. Once the 
pH had stabilized, the Cl- concentration was adjusted to 0.1 M using KCl. 
The hydrogenases in this work were [Fe-Fe]-hydrogenases. They are not commercialized and were 
produced, extracted and purified from Clostridium acetobutylicum cells in a 0.1M pH8 Tris-HCl 
medium at INSA, Toulouse. The purification process used and the measurement of their oxidation 
activity were as described in [35,36].  
At the end of the purification process, no dithiothreitol (DTT) was added to the fraction of interest, 
thus avoiding the ͞polluted͟ effeĐt foƌ the eleĐtƌoĐheŵiĐal studǇ of hǇdƌogeŶase, as shoǁŶ iŶ a 
previous work [34]. The pure [Fe-Fe]-hydrogenase was recovered in a 0.1 M Tris-HCl medium 
containing dithionite and desthiobiotin at low concentrations. The hydrogenase solution was divided 
into aliquots, flushed with pure hydrogen and stored at 4°C. The specific activities (measured on the 
day of injection into the electrochemical cell), concentrations and compositions of the hydrogenase 
solutions used in this work are reported in Table 1. Specific activities represent the catalytic activity 
per unit mass of protein (U/mg of enzyme). 
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 Tris-HCl dithionite desthiobiotin 
hydrogenase 
concentration 
Specific 
activity 
Hydrogenase 
solution in 
the aliquot 
1 
0.1 M 
pH 8 
[NaCl] = 
0.15 M 
0.5 mM 10 mM 290 µg/mL 
4.39 
µM 
2700 
U/mg 
2 
0.1 M 
pH 8 
[NaCl] = 
0.15 M 
0.5 mM 10 mM 290 µg/mL 
4.39 
µM 
2570 
U/mg 
3 
0.1 M 
pH 8 
[NaCl] = 
0.15 M 
0.5 mM 7.5 mM 137 µg/mL 
2.07 
µM 
4400 
U/mg 
Table 1: Compositions of hydrogenase solutions used 
 
Hydrogenase solutions 1 and 2 were from the same purification fraction. Hydrogenase solution 3 was 
derived from another purification fraction with an optimized composition of additional molecules 
(dithionite and desthiobiotin) [34]. 
 
2.2. Electrochemical cell setup 
The experiments were performed with a three-electrode system in closed cells (Metrohm). 
The working electrodes were 2-cm-diameter cylinders of S235JR mild steel from Descours-Cabaud, 
France (elemental composition by weight percentage: Fe balance, 0.17C, 1.4Mn, 0.55Cu, 0.03S, 
0.03P, 0.01N). They were surrounded by adhesive-lined heat shrink tubing (His-A 24/8 PO-X-BK) from 
HellermannTyton, leaving a flat disk of the surface uncovered, with a total exposed area of 3.14 cm². 
The electrical connection was provided by a titanium threaded rod also protected with heat shrink 
tubing. Coupons were successively ground using SiC papers with increasingly fine grit (P120 to P2400) 
and then rinsed with distilled water and stored for 24 hours before the experiments began.  
Saturated calomel electrodes (SCE) from Materials Mates Sentek were used as references and 
platinum (Pt, 10% Ir) meshes, connected with platinum (Pt, 10% Ir) wire, from Goodfellow, were used 
as counter electrodes. The Pt electrode was cleaned before use by heating it in the oxidizing flame of 
a gas burner. 
The electrodes were immersed in 0.1 M pH7 Tris-HCl medium containing 0.1 M Cl-. The choice of pH7 
was a compromise between the pH8 of the purification process and pH6.3, which is the optimum of 
hydrogenase towards the hydrogen production [37]. 
The electrochemical cell was hermetically closed and the temperature was maintained at 37°C by 
means of a water-bath. Nitrogen was continuously bubbled into the solution for 1 hour before the 
immersion of the working electrodes. After the deoxygenation, the steel coupon was submerged in 
the solution and the nitrogen flow was maintained above the solution surface throughout the 
experiment. After 1 hour and 15 minutes, hydrogenase solution or control solutions were injected 
with a syringe (Hamilton) in strict anaerobic conditions, oxygen having been removed from the 
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syringe with nitrogen. Firstly, in setup 1, the hydrogenase solutions (or controls) were injected in the 
whole volume of the electrochemical cell (60 mL) as described in [34]. A second experimental setup 
(setup 2) that concentrated the hydrogenase around the working electrode by using a closed 
regenerated cellulose tubular membrane (also called a dialysis bag) was tested (Figure 1). The 
porosity (nominal MWCO: 12000 – 14000) of the dialysis bag was chosen such that hydrogenase 
remained inside it while the other chemicals (particularly dithionite and desthiobiotin) in the 
electrochemical cell could leave. The hydrogenase solutions (and controls) were injected into the 
dialysis bag containing 6 mL of 0.1 M pH7 Tris-HCl medium and the concentration of hydrogenase 
attained was 10 times higher than in the previous experimental setup. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.3. Electrochemical measurements 
The electrochemical measurements were performed by using a VMP2 multipotentiostat (Bio-Logic, 
SA) monitored by EC-lab 9.98 software. 
Open-circuit potential or free corrosion potential 
The open-circuit potential (Eoc) was monitored versus time for 24 hours from the time when the steel 
coupon was immersed in the solution. 
Polarization curve measurement 
Polarization curve measurements were performed around the open-circuit potential from Eoc to Eoc –
20 mV to Eoc +20 mV, at 0.167 mV/s. Polarization curves were plotted just before the injection; after 
the injection at 10 minutes, 30 minutes and every 30 minutes up to 5 hours; and then at 24 hours. 
Care was taken to be sure that the polarization curve measurements did not change the surface state 
of the steel coupons: evolution of Eoc was not affected by performing these measurements. The slope 
of the polarization curve in the vicinity of the corrosion potential (dj/dE)Ecorr, for reactions under 
activation control, is proportional to the corrosion rate (which is proportional to the corrosion 
current density) and corresponds to the inverse of the polarization resistance (Rp) [38,39] as 
described by Eq.2.  
Figure 1: Scheme of the experimental setup 2 with a dialysis bag 
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pH7 ([Cl
-
] = 0,1M) 
medium 
V = 60mL 
Retaining ring 
(Teflon) held 
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-
] = 0,1M) 
medium  
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Dialysis bag 
Reference 
electrode SCE 
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-
) 
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The proportionality constant, B, for a particular system can be determined empirically (calibrated 
from separate weight loss measurements for example) or using Tafel curves and the anodic and 
cathodic slopes. Here B was not determined, just the parameter 1/Rp was calculated and was used to 
evaluate the evolution of the corrosion rate during the immersion in presence or absence of 
hydrogenase. In order to avoid damaging the electrode surface state by the electrochemical 
measurement, no Tafel curve was drawn (as the overpotentials needed would have been too high).  
In practice, slopes (1/Rp) were obtained by using the linear part around Eoc, i.e., at least from -10 
mV/Eoc to +10 mV/Eoc.  
Impedance 
EIS measurements were performed just before the injection, and 5 hours and 24 hours after the 
injection. Electrochemical impedance diagrams were drawn at Eoc with a frequency range from 100 
kHz to 10 mHz, 10 points per decade and an amplitude of 10 mV peak to peak. The impedance was 
modelled using EC-lab® software. 
Electrolysis 
Electrolysis was carried out at a cathodic potential of -0.1 V vs Eoc. 
 
2.4. Surface analysis, imaging and medium analysis 
 
Metal deterioration was assessed by Scanning Electron Microscopy (SEM) and surface chemical 
analysis was performed by Energy Dispersive X-ray analysis (EDX) using a MEB-FEG Jeol JSM7100F 
TTLS – TM 3000 with a working distance of 10 mm and an acceleration voltage of 15 kV. For each 
sample, many measurements (at least three) were performed at different spots on the sample 
surface. For some coupons, the surface of the mild steel was cleaned of corrosion products by 
placing the coupon in a solution containing 50 % vol. HCl and 2.5 g/L EDTA for 30 s. 
The Nital metallographic attack was carried out by soaking the mild steel coupon in a 97 % ethanol / 
3 % nitric acid solution for 2 min. 
Total dissolved iron found in the medium at the end of the experiments was measured by Inductively 
Coupled Plasma Spectroscopy (ICP-Spectroscopy, JY Ultima).  
 
 
 
 
 
 �ୡ୭୰୰ = ��୮ = � (݀�݀�)Ecorr Eq.2. 
                                                                                      Chapitre 5 – MĠĐaŶisŵes d’aĐtioŶ de l’hǇdƌogĠŶase - 
165 
 
3. Results and discussion 
 
3.1. Evolution of (Eoc) in classical electrochemical cell and in dialysis bag setups 
Mild steel (S235JR) coupons were immersed in a 0.1 M pH7 Tris-HCl (0.1 M Cl-) medium for 24 hours. 
After a stabilization of the free potential for 1 hour and 15 minutes, hydrogenase solutions were 
injected in strictly anaerobic conditions (t=0+). Experiments were performed in the two setups 
described in part 2.2: volumes of 7.5 µL up to 160 µL of the enzymatic solutions, the characteristics of 
which are given in Table 1, were injected; the enzyme concentrations (range 0.5 – 109 nM) and 
activities (range 9.8 10-2 – 18.6 U/mL) inside the classic electrochemical cell and in the dialysis bag, 
immediately after the injection, are reported in Table 2. Each hydrogenase experiment was 
associated with a control experiment performed by injecting the control solution without 
hydrogenase (containing 0.1 M Tris-HCl, dithionite and desthiobiotin).  
The variation of the open-circuit potential (Eoc) was recorded versus time for 24 hours (Figure 2) and 
tǇpiĐal Đuƌǀes oďtaiŶed foƌ eaĐh ǀoluŵe iŶjeĐted aƌe pƌeseŶted. PoteŶtial eŶŶoďleŵeŶt ǀalues ;∆EͿ 
were calculated by subtracting the starting potential, just before the injection, from the value of the 
potential at a given time, and the average, obtained for each injected volume, is reported in Table 2. 
The injection process did not introduce oxygen into the cell since the injection of deoxygenated 0.1 
M pH7 Tris-HCl medium induced no evolution of the Eoc, as shown in a previous work [34]. 
 
Setup 
Solution 
injected 
Injected 
volume 
Concentration in the electrochemical cell 
/ dialysis bag just after injection 
Specific 
activity 
(U/mL) 
dithionite desthiobiotin Hase Hase 
Setup 1 
Classical 
electrochemical 
cell 
Hase solution 1 
7.5 µL 0.06 µM 1.25 µM 0.5 nM 9.8.10-2 
75 µL 0.6 µM 12.5 µM 5.5 nM 9.8.10-1 
Setup 2 
Dialysis bag 
Hase solution 2 
7.5 µL 0.6 µM 12.5 µM 5.5 nM 9.3.10-1 
75 µL 6.3 µM 125 µM 54.9 nM 9.3 
150 µL 12.5 µM 250 µM 109.8 nM 18.6 
Hase solution 3 160 µL 13.3 µM 200 µM 54.9 nM 16.1 
Table 2: Final concentrations obtained in the electrochemical cell for experimental setup 1 and in the dialysis bag for 
experimental setup 2, just after the injection. 
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* Impedance measurements 
 
Figure 2: Open-circuit potential (Eoc) versus time for S235JR mild steel electrodes in 0.1 m Tris-HCl pH7 medium. Injection 
at t=0
+
 of solution with or without hydrogenase. (a) Setup 1: x 7.5 µL hydrogenase solutioŶ ϭ, ◊ ϳϱ µL hǇdƌogeŶase 
solution 1, ● ϳ.ϱ µL ĐoŶtƌol solutioŶ, ● ϳϱ µL ĐoŶtƌol solutioŶ. (b) Setup 2: ◊ 7.5 µL hydrogenase solution 2, ∆ 75 µL 
hydrogenase solution 2, □ 150 µL hydrogenase solution 2, ● 7.5µL control solution, ● ϳϱµL ĐoŶtƌol solution. (c) Setup 2: ∆ 
160 µL hydrogenase solution 3, ● ϭϲϬ µL ĐoŶtƌol solutioŶ. 
All the injections of hydrogenase, in both experimental setups (except for the injection of a volume 
of 7.5 µL), induced a potential jump (as shown in Figure 2 and Table 2), whereas a potential fall was 
observed in the first hours after the injection of the corresponding control solutions as demonstrated 
in [34].  
The injection of 7.5 µL of hydrogenase solution, as for the corresponding control solution, induced no 
significant evolution of Eoc in either setup (Figure 2 (a) and (b)), even with a tenfold higher 
concentration of hydrogenase in setup 2 (Table 2). Moreover, the injection of 7.5 µL in setup 2, which 
should have given an enzyme concentration equivalent to that obtained with a 75µL injection in 
setup 1 (Table 2), was not sufficient to lead to the same evolution of the Eoc.  
In contrast, the injection of higher volumes (75 µL of hydrogenase solution) induced a potential 
ennoblement in both setups, reaching a maximum after around 1 hour (Figure 2 (a) and (b)); the 
ennoblement was greater in setup 2 (49.5 mV) than in setup 1 (19.5 mV). This observation suggests 
that the amount of hydrogenase (54.9 nM in setup 2 instead of 5.5 nM) had an important impact on 
the Eoc and, ultimately, on the corrosion process. Otherwise, the further Eoc decrease could be 
explained by the desorption / deactivation of hydrogenase. Doubling the injected volume (150 µL 
instead of 75 µL) in setup 2 (Figure 2 (b)) induced the same potential jump, which, however, 
ƌeŵaiŶed staďle uŶtil the eŶd of the eǆpeƌiŵeŶt ;∆E=ϱϬ.ϱ ŵV afteƌ Ϯϰ houƌsͿ. A ƌeseƌǀe of eŶzǇŵe iŶ 
solution could certainly counteract the desorption / deactivation of hydrogenase on the mild steel 
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surface. In addition, the injection of 160 µL of hydrogenase solution 3 in setup 2 (Figure 2 (c)) also 
induced a potential ennoblement equivalent to that with 75 µL of hydrogenase solution 2 in setup 2 
;∆E = ϰϰ.ϱ ŵV afteƌ ϭ houƌͿ. This is iŶ aĐĐoƌdaŶĐe ǁith theiƌ hǇdƌogenase concentrations, which were 
equal (as shown in Table 2). However, with an activity two times higher, the potential remained 
staďle oǀeƌ tiŵe ǁith ϭϲϬ µL of hǇdƌogeŶase solutioŶ ϯ ;∆E = ϰϳ.ϱ ŵV afteƌ Ϯϰ houƌsͿ, uŶlike ǁhat 
was observed with 75 µL hydrogenase solution 2 (Figure 2 (b)). In fact, the evolution of Eoc for 160 µL 
hydrogenase solution 3 and 150 µL hydrogenase solution 2 was equivalent despite a two times lower 
concentration, but the specific activity was the same. Thus, the increase of enzyme concentration is 
not the only parameter that plays a role in exacerbating the corrosion process: activity also has a 
major influence. 
To support the observations concerning Eoc evolution, polarization curve measurements were 
performed in the vicinity of Eoc to evaluate the polarization resistance (Rp) and impedance 
experiments were carried out to understand the global behaviour of the interface in presence of 
hydrogenase. 
  
3.2. Evolution of 1/Rp in electrochemical cell and in dialysis bag setups 
 
During the 24 h immersion, polarization curve measurements were performed in the vicinity of Eoc at 
different times (just before the injection, at 10 minutes and 30 minutes after the injection, then 
every 30 minutes until 5 hours after injection and then at 24 hours). Figure 3 shows two examples of 
the curves obtained (Fig 3a) and the evolution in time of the inverse of Rp (1/Rp in Fig 3 b and c). 1/ Rp 
corresponds to the slope obtained on the linear part of the polarization curves around Eoc, and 
indicates the evolution of the corrosion rate corresponding to the Eoc evolution recorded in Figure 2 
(a) and (b).  
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Figure 3: Determination and evolution in time of the inverse of polarization resistance (1/Rp) for S235JR mild steel 
electrodes in 0.1 M Tris-HCl pH7 medium. Injection at t=0
+
 of solution with or without hydrogenase. (a) Examples of 
polarization curves to determine 1/Rp (slope of the curve), obtained in setup 2 after 10 minutes of immersion with: ∆ 75 
µL hydrogenase solution 2, ● ϳϱµL ĐoŶtƌol solutioŶ. (b) 1/Rp versus time for experiments performed in setup 1: x 7.5 µL 
hǇdƌogeŶase solutioŶ, ◊ ϳϱ µL hǇdƌogeŶase solutioŶ, ● ϳ.ϱ µL ĐoŶtƌol solutioŶ, ● ϳϱ µL ĐoŶtƌol solutioŶ, (c) 1/Rp versus 
time for experiments performed in setup 2: ◊ 7.5 µL hydrogenase solution 2, ∆ 75 µL hydrogenase solution 2, □ 150 µL 
hydrogenase solution 2, ● 7.5µL control solution, ● ϳϱµL ĐoŶtƌol solutioŶ. 
The 1/Rp starting value was the same in all cases, around 1.10
-3 ϭ/;Ω.Đŵ²Ϳ, iŶdiĐatiŶg that the 
experiments were repeatable. Injecting the control solution always led to a fast decrease of 1/Rp. 
After 24 hours, 1/Rp had been divided by 15 for the control in setup 1 (6.4.10
-5 ϭ/;Ω.Đŵ²ͿͿ aŶd ďǇ ϮϬ 
in setup 2 (4.2.10-5 1/;Ω.Đŵ²ͿͿ. As ideŶtified iŶ a pƌeǀious ǁoƌk [34], dithionite and desthiobiotin 
seemed to have an inhibiting effect (inhibitor reaction occurring at the surface of mild steel for 
dithionite, mask effect for desthiobiotin) on the corrosion process by decreasing the 1/Rp and the Eoc. 
In contrast, in presence of hydrogenase, 1/Rp was always higher than for the corresponding controls. 
The injection of 7.5 µL of hydrogenase solution 1 induced no significant evolution of 1/Rp in either 
setup (as was observed for Eoc in Figure 2). Actually, the values of 1/Rp and their evolution 
corresponded to values obtained in 0.1 M pH7 Tris-HCl medium alone (curves not shown, refer to 
[34]). However, for the associated control solution, 1/Rp decreased. Thus, the volume of 7.5 µL was 
not sufficient to lead to any impact of hydrogenase on the evolution of Eoc but was enough for a 
difference to be observed on the evolution of the corrosion rate.  
The injection of 75 µL of hydrogenase solution in both setups induced a fast increase of 1/Rp, 
reaching a maximum in less than an hour. The increase was greater in setup 2 (3.5.10-3 ϭ/;Ω.Đŵ²ͿͿ 
than in setup 1 (1.7.10-3 ϭ/;Ω.Đŵ²ͿͿ. This oďseƌǀatioŶ ĐoŶfiƌŵed a fast iŶĐƌease of the Đorrosion rate 
in presence of hydrogenase, which was emphasized by confining the enzyme in a small volume (in 
the dialysis bag). The maximum of 1/Rp was 4.8 times higher in setup 2, while the concentration was 
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ten times higher, suggesting that it was not only the concentration of enzyme that played a role in 
the corrosion process between hydrogenase and mild steel. Moreover, 1/Rp decreased over time to 
reach a value near the starting ones after 24 hours (9.5.10-4 ϭ/;Ω.Đŵ²Ϳ iŶ setup ϭ aŶd ϲ.ϳ.ϭϬ-4 
;ϭ/Ω.Đŵ²Ϳ in setup 2). Thus, it was confirmed that the impact of hydrogenase on the corrosion 
process was an immediate effect that did not persist in time, maybe due to desorption of the enzyme 
and/or its deactivation by a change in the conformation and/or a change of the active surface area. 
Doubling the injected volume (150 µL) in setup 2 (Figure 3 (b)) induced a similar evolution of 1/Rp 
(fast increase and decrease after half an hour) with a maximum of 3.9.10-3 ϭ/;Ω.Đŵ²Ϳ, ǁhiĐh ǁas oŶlǇ 
1.1 times the value with 75 µL of hydrogenase solution 2 in setup 2. However, even though the factor 
was only 1.1, the decrease of 1/Rp was less abrupt, certainly because of an enzyme excess in solution 
and/or a higher total activity.  
 
3.3. Impedance experiments in dialysis bag setup 
Impedance experiments were carried out at Eoc in 0.1 M pH7 Tris-HCl medium with or without 
hydrogenases, just before the injection, at t = 5h and at t = 24h. Experiments were conducted in 
experimental setup 2 with 160 µL hydrogenase solution 3 or control solution, during the Eoc 
monitoring (Figure 2 (c)). Figure 4 shows the impedance response of the mild steel electrode exposed 
to Tris-HCl medium with an injection of the control solution at t=0+. On the Nyquist diagrams (global 
and zoom, Figure 4 (a) and (b)), two to three phenomena can be identified. At high frequencies (HF: 
100 kHz to 1 kHz) there is a semi-circle with a small diameter (Figure 4 (b)) that decreases with time. 
At medium frequencies (MF: 1 kHz to 1 Hz) the depressed semi-circle obtained before injection 
becomes a large semi-circle that flattens at low frequencies (LF: 1 Hz to 10 mHz) corresponding to 
two phenomena. The plots of the imaginary modulus and Bode phase angle vs. frequency (Figure 4 
(c) and (d)) confirm the occurrence of these two/three phenomena. As the phenomenon at LF was 
not well-defined, only the phenomena at HF and MF were characterized quantitatively. For this, the 
Rs+Q1//R1+Q2//R2 model was used (Figure 5), where Rs is the electrolyte resistance, Q1, 1 
(characteristics of a Constant Phase Element CPE) and R1 are the parameters corresponding to the 
small depressed circle at HF, and Q2, 2 and R2 are those corresponding to the depressed semi-circle 
at MF.  
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Figure 4: Impedance diagrams of S235JR mild steel electrodes plotted at Eoc at     t=0 (just before the injection) (Eoc = -
0.721 V vs SCE),     t=5h (Eoc = -0.717 V vs SCE) and      t=24h (Eoc = -0.707 V vs SCE) in 0.1 M Tris-HCl pH7 medium. 
Corresponding fitted lines are represented by orange: solid, dotted and dashed lines, respectively; using the electrical 
model reported in Figure 5 and the parameters values of Table3. Injection of 160 µL control solution in the dialysis bag at 
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t=0
+
. (a) Nyquist plot, (b) Nyquist zoom-in, (c) log imaginary modulus vs log frequency, (d) Bode phase angle vs log 
frequency. 
 
 
Figure 5: Rs + Q1//R1 + Q2//R2 electric model to fit the two distinct semi-circles observed on the Nyquist plot. Rs = solution 
resistance, R1 and R2 = resistances corresponding to the circle diameters at HF and MF respectively; Q1,α1 and Q2, α2 = 
characteristic parameters of CPE at HF and MF respectively. 
The values of the impedance parameters (detailed in Supplementary Information) are brought 
together in Table 3. Throughout the immersion test, Rs remained stable (63-ϳϭ Ω.Đŵ²Ϳ. WheŶ Ϭ<α<ϭ, 
Q is expressed in (F.sα-1) [40]. 
  High Frequency domain (HF) Medium Frequency domain (MF) 
t (h) 
Rs 
;Ω.Đŵ²Ϳ 
R1 
;Ω.Đŵ²Ϳ 
Q1  
(F.sα-1) α1 
C1  
(µF/cm²) 
ɷ 
(nm) 
R2  
;Ω.Đŵ²Ϳ 
Q2  
(F.sα-1) α2 
C2  
(µF/cm²) 
0 67 47 1.1 × 10-4 0.8 8 136 1367 1.2 × 10-3 0.7 129 
5 63 28 8.6 × 10-5 0.8 6 173 8959 3.9 × 10-4 0.8 41 
24 71 15 5.9 × 10-5 0.9 6 166 11754 4.0 × 10-4 0.7 27 
Table 3: Variation in time of impedance parameters corresponding to Eoc measurement from Figure 4, for S235JR mild 
steel electrodes. Injection of control solution at t=0
+
. Rs = solution resistance, R1 and R2 = resistances corresponding to 
the ĐiƌĐle diaŵeteƌs at HF aŶd MF ƌespeĐtiǀelǇ; Qϭ, αϭ aŶd QϮ, αϮ = ĐhaƌaĐteƌistiĐ paƌaŵeteƌs of CPE at HF aŶd MF 
respectively; C1 and C2 = ĐapaĐitaŶĐes ĐalĐulated at HF aŶd MF ƌespeĐtiǀelǇ; δ = thiĐkŶess of the oǆide filŵ. 
 
At HF, the small resistance values obtained (15-ϰϳ Ω.Đŵ²Ϳ, espeĐiallǇ ǁheŶ the iŵŵeƌsioŶ tiŵe 
increased, suggest that the HF phenomenon was related to the presence of oxides on the steel 
surface. The capacitance C1 was then calculated using the power-law distribution as proposed by 
Hirschorn et al. [41,42] (Supplementary Information). This method of calculation is preferred in the 
case of a normal distribution of resistivity and provides the most accurate assessment of CPE 
parameters in terms of physical properties [43] for diverse systems such as aluminium oxides, oxides 
on stainless steel, etc. The capacitance was calculated to be around 6-8 µF/cm². Then the thickness 
of the oxide film can be estimated using the following equation:  
 ߜ = ߝߝ0ܥ  Eq.3. 
 
ǁith ɸ0 the vacuum permittivity, equal to 8.85.10-14 F/Đŵ, aŶd ɸ the peƌŵittiǀitǇ iŶside the oǆide, 
equal to 12, which is the number habitually used for iron oxides [44]. Before the injection, the 
thickness of the oxide layer was evaluated at 136 nm. After injection it increased a little to reach 173 
nm after 5 hours, and remained stable thereafter (166 nm after 24 hours). 
At MF, linear parts were observed on the plot of the modulus of the imaginary component of the 
impedance vs. the frequency in logarithmic coordinates (Figure 4 (c)). The slope values of these linear 
paƌts ǁeƌe used to deteƌŵiŶe α2 values in order to confirm whether the system had a constant phase 
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element (CPE) behaviour or purely capacitive behaviour [45–47]. For all iŶstaŶts, the α2 values were 
found to be lower than 1, confirming a CPE behaviour, i.e. the system exhibited a heterogeneous 
distribution of time constants. The effective capacitances associated with the CPE were calculated 
usiŶg Bƌug’s eƋuatioŶ [48] (Supplementary Information). The capacitance decreased after the 
injection of the control solution and over time to reach 27 µF/cm² after 24 hours. These values of 
capacitance correspond to double layer capacitance values (classically in the range of 10 - 100 
F/cm² [45]). Thus it can be assumed that the CPE behaviour was due to a surface distribution of 
time constants linked to the charge transfer. Consequently, the diameter, R2, of the depressed semi-
circles can be attributed to a charge transfer resistance (Rct), which increased radically after the 
injection of the control solution (10 times the initial value). Consequently, as the surface of mild steel 
was more resistive or less reactive, the corrosion rate decreased, which confirms the Rp results with 
only 75 µL of control solution (Figure 3). 
In presence of hydrogenase, as can be seen in the Nyquist plot (Figure 6 (a) and (b)), two to three 
phenomena also occurred. The impedance signal before injection (Figure 6) was the same as for the 
control solution (Figure 4), which indicates the reproducibility for the initial conditions. At HF, a small 
semi-circle was observed at any time as in the control solution. At MF, the diameter of the depressed 
semi-circle obtained before injection decreased drastically at 5 hours and then it returned to around 
the initial plot after 24 hours. At LF, the depressed semi-circle evolved as another phenomenon (not 
well identified) occurred. The plot of the imaginary modulus and Bode phase angle vs frequency 
(Figure 6 (c) and (d)) confirmed the occurrence of these two/three phenomena, especially at 5 hours. 
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Figure 6: Impedance diagrams of S235JR mild steel electrodes plotted at Eoc at     t=0 (just before the injection) (Eoc = -0.722 V vs SCE),     
t=5h (Eoc = -0.682 V vs SCE) and      t=24h (Eoc = -0.679 V vs SCE) in 0.1 M Tris-HCl pH7 medium. Corresponding fitted lines are represented 
by orange: solid, dotted and dashed lines, respectively; using the electrical model reported in Figure 5 and the parameter values in Table 
4. Injection at t=0
+
 of 160 µL HydA solution 3 in the dialysis bag. (a) Nyquist plot, (b) Nyquist zoom-in, (c) log imaginary modulus vs log 
frequency, (d) Bode phase angle vs log frequency. 
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The same model was used (as for control solution, Figure 5) to quantify Rs and the parameters 
corresponding to the small circle (HF) and the depressed semi-circle (MF). The values of the 
impedance parameters are given in Table 4. 
  High Frequency domain (HF) Medium Frequency domain (MF) 
t (h) 
Rs 
;Ω.Đŵ²Ϳ 
R1 
;Ω.Đŵ²Ϳ 
Q1 
(F.sα-1) α1 
C1 
(µF/cm²) 
ɷ 
(nm) 
R2  
;Ω.Đŵ²Ϳ 
Q2  
(F.sα-1) α2 
C2 
(µF/cm²) 
0 66 28 2.7 × 10-5 0.9 4 248 1147 1.5 × 10--3 0.7 133 
5 63 29 7.9 × 10-5 0.8 4 276 156 1.9 × 10-3 0.7 183 
24 58 24 2.4 × 10-4 0.7 9 120 1549 1.5 × 10-3 0.8 210 
Table 4: Variation in time of impedance parameters corresponding to Eoc measurement from Figure 6, for S235JR mild 
steel electrodes with injection of 160 µL of hydrogenase solution 3 at t=0
+
. Rs = solution resistance, R1 and R2 = 
ƌesistaŶĐes ĐoƌƌespoŶdiŶg to the ĐiƌĐle diaŵeteƌs at HF aŶd MF ƌespeĐtiǀelǇ; Qϭ, αϭ aŶd QϮ, αϮ = ĐhaƌaĐteƌistiĐ 
parameters of CPE at HF and MF respectively; C1 and C2 = capacitances calculated at HF and MF respeĐtiǀelǇ; δ = thiĐkŶess 
of the oxide film. 
 
Values of α1 aŶd α2 were found to be lower than 1, indicating a CPE behaviour for both semi-circles at 
HF and MF. During the experiment, Rs remained stable (58-ϲϲ Ω.Đŵ²Ϳ. At HF, the ƌesistaŶĐes 
estimated were small (24-Ϯϵ Ω.Đŵ²Ϳ aŶd the ĐapaĐitaŶĐes ǁeƌe iŶ the ƌaŶge of ϰ-9 µF/cm². Thus the 
HF semi-circle could be attributed to an oxide layer developing on the surface of the mild steel (as in 
control conditions). The film thickness was estimated using Eq.3 and tended to decrease with the 
immersion time, to reach half the initial thickness. 
At MF, ĐapaĐitaŶĐes ĐalĐulated ǁith Bƌug’s eƋuatioŶ ǁeƌe iŶ the high ƌaŶge of a douďle laǇeƌ 
capacitance and increased with time to reach 210 µF/cm² after 24 hours. The SEM images of cross 
sections of mild steel after 24 hours of immersion with or without hydrogenases, reported in Figure 
7, show a noteworthy difference of the surface of the mild steel. Without hydrogenase, the surface 
seemed smoother than with hydrogenases. Besides corrosion pitting (with a depth of up to 10 µm), 
the surface was rougher and more damaged in presence of hydrogenase. Consequently, in presence 
of enzyme, the capacitance values were most probably overestimated, and even more so with time, 
since the active surface was larger (due to the increased roughness) than the geometric surface 
(considered in the calculations). 
 
Figure 7: SEM images of cross section of S235JR mild steel electrode after 24 hours of immersion in 0.1M pH7 Tris-HCl 
with or without the presence of hydrogenase, (a) 160 µL control solution, (b) 160 µL hydrogenase solution 3. 
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Considering that the values of capacitances corresponded to double layer capacitance values, R2 
could be attributed to an Rct that decreased drastically (by a factor of 7 after 5 hours). These findings 
confirm that the corrosion rate was increased after the injection of hydrogenase (Figure 3). After 24 
hours of immersion, the resistance was again equivalent to the initial value.  
To sum up, in both media the steel / electrolyte interface was described by an oxide layer on which 
more or less charge transfer occurred, depending on the presence or absence of hydrogenase. A 
third phenomenon was also observed at low frequency, but it was not sufficiently well-defined to be 
correctly exploited. After 5 hours of immersion in presence of hydrogenase, the charge transfer 
resistance had decreased markedly. The surface of the mild steel was therefore more reactive, less 
resistant, even after the installation of a saturation plateau of Eoc (Figure 2 (c)). Impedance tests also 
confirmed that the impact of hydrogenase on the corrosion of mild steel occurred not only at the 
very beginning of the experiment but could take several hours since Rct was still lower than its 
starting value at t = 5 h. After 24 hours, although the impedance plot was equivalent to the starting 
one, the capacitance was higher, confirming an active surface that was larger than the geometric 
surface. 
 
3.4. Surface and medium analysis 
 
SEM images of the electrode surface before immersion (24 hours after grinding (Figure 8 (a)) showed 
that grinding stripes were well defined before the experiments. After 24 hours of immersion in the 
medium without hydrogenase, grinding stripes were still visible even with the naked eye (Figure 8 (b-
c)). This was also the case after the cleaning operation (images not shown), proving that very small 
amounts of corrosion products were deposited. The EDX analysis (given in Supplementary 
Information) showed a qualitative tendency: globally, a slight decrease occurred in the proportion of 
Fe due to its dissolution and the formation of an oxide layer.  
After 24 hours of immersion in presence of hydrogenase, grinding stripes were no longer visible 
(Figure 8 (d-f)). The surface aspect of the mild steel brought its structure to light: size, shape and 
number of grains, as could be observed with a 3% Nital metallographic attack (Figure 9). 
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Figure 8: SEM images of the S235JR mild steel electrode surface (a) just before immersion (24 hours after grinding) (b-f) 
after 24 hours in Tris-HCl medium with or without hydrogenase inside the dialysis bag (b) 75 µL control solution, (c) 160 
µL control solution, (d) 75 µL hydrogenase solution 2, (e-f) 160 µL hydrogenase solution 3, (f) backscatter image. 
 
 
Figure 9: SEM images of the S235JR mild steel electrode surface after a 3% nital attack (for 2 minutes, at ambient 
temperature). (a) classical image, (b) backscatter image. 
Thus, the presence of hydrogenase induced an attack at the grain boundary. Globally, a high Fe 
dissolution occurred in the presence of hydrogenase (of 10 to 20 % with respect to the initial value) 
and a preferential enrichment of the other elements present in the composition of the mild steel (C, 
Mn, Cu), particularly C, the percentage of which tripled (Table in Supplementary Information).  
Without hydrogenase, numerous pits were observed, principally with round shapes (Figure 10 (a-c)). 
With the 160 µL control solution, holes were fewer but much bigger (50-80 µm²) than for the 75 µL 
control solution. The medium composition and especially the dithionite and desthiobiotin 
concentrations certainly led to a different surface evolution and thus a different distribution and 
propagation of pits. In presence of hydrogenase, many pits were observed, mostly with a square 
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shape and often associated with a grain of ferrite (16 µm²) (Figure 10 (c-g)). A deposit at the pit 
centre was very often observed and was principally composed of Mn, S and ferrous oxide 
(Supplementary Information). This might suggest that pits were initiated in the surroundings of MnS 
inclusions that remained at the surface [49].  
 
 
 
Figure 10: SEM images of the S235JR mild steel electrode surface after 24 hours in Tris-HCl medium with or without 
hydrogenase inside the dialysis bag. (a-c) 160 µL control solution, (d) 75 µL hydrogenase solution 2, (e-f) 75 µL 
hydrogenase solution 2, surface of electrodes cleaned with 50 % vol. HCl and 2.5 g/L EDTA for 30s, (g-h) 160 µL 
hydrogenase solution 3. 
 
Solutions in the electrochemical cell and in the dialysis bag were orange after 24 hours of immersion 
in presence of hydrogenase, and even more orange with a higher concentration of hydrogenase 
(relative to the observations in Figure 2 (b) and Figure 3 (b)). In contrast, the solution remained 
colourless until the end for all the control experiments. This observation also confirmed that the 
corrosion process was enhanced in the presence of hydrogenase. Dissolved Fe concentration was 
estimated by ICP measurement in both the electrochemical cell and the dialysis bag (Table 5). The Fe 
concentration was equivalent in the cell and in the dialysis bag, small compounds passing through 
the membrane. For an enzyme injection volume of 7.5 µL, even with an Eoc and a 1/Rp that evolved as 
though no injection had occurred (due to the antagonistic effect of hydrogenase and additional 
molecules), a dissolution of Fe was observed. In presence of 75 µL hydrogenase solution 2, the 
dissolution was enhanced. The injection of control solution (75 µL) involved less dissolution of iron 
than the solution with enzyme. This confirmed the inhibiting effect of additional molecules on the 
corrosion process, which is consistent with 1/Rp decrease.  
(d) 
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 [Fe] (mg/mL) 
 Dialysis bag Electrochemical cell 
7.5 µL Hase solution 2 9.0 7.3 
75 µL Hase solution 2 23.8 24.3 
75 µL Control solution 2.8 2.0 
Table 7: Fe concentration determined by ICP in the dialysis bag and the electrochemical cell, measurement after 
immersion of mild steel for 24 hours in setup 2. 
 
3.5. Cathodic depolarization by hydrogenase 
 
Some supplementary electrochemical experiments were performed using a cathodic polarization (-
100 mV vs Eoc) (Figure 11). The current density variation was monitored over time for the injection of 
ϳϱ µL hǇdƌogeŶase solutioŶ Ϯ aŶd its ĐoŶtƌols ;Figuƌe ϭϭ ;aͿͿ. CuƌƌeŶt deŶsitǇ diffeƌeŶĐes ;∆jͿ ǁeƌe 
ĐalĐulated iŶ the saŵe ǁaǇ as the poteŶtial eŶŶoďleŵeŶt ;∆EͿ aŶd theiƌ eǀolutioŶ ǁith tiŵe is 
reported in Figure 11 (b). 
 
Figure 11: Electrolysis of S235JR mild steel electrodes plotted at -100 mV vs Eoc in 0.1 M Tris-HCl pH7 medium inside the 
dialysis bag. Injection at t=0
+
 of ∆: 75 µL hydrogenase solution 2, ○: ϳϱ µL CoŶtƌol solutioŶ. (a) log of cathodic current 
density in absolute values versus time. ;ďͿ CathodiĐ ĐuƌƌeŶt deŶsitǇ eŶŶoďleŵeŶt ;∆j = j;tͿ-j(t=0)) versus time. 
 
The injection of control solution induced a more rapid decrease of the absolute current density, 
which tended to 0 mA/cm². By injecting hydrogenase, the absolute current density was rapidly 
iŶĐƌeased, ƌeaĐhiŶg a ŵaǆiŵuŵ iŶ the fiƌst houƌ ;∆j = Ϭ.Ϯϱ ŵA/Đŵ²Ϳ. This ƌesult pƌoǀed that 
hydrogenase catalysed the cathodic reaction to produce hydrogen from protons or water by taking 
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electrons directly from the surface of the mild steel electrode. Thus, it is clearly demonstrated that 
hydrogenase is involved in a cathodic depolarization process that accelerates corrosion of mild steel. 
Moreover, after the optimum, the absolute current density decreased, tending to zero current, as in 
the controls. This decrease could be possibly attributed to hydrogenase desorption and/or its 
deactivation, and/or changes in the active surface area of the mild steel electrode (partially because 
of the presence of dithionite and desthiobiotin or deactivated enzyme that could mask the surface). 
Some further experiments are in progress in order to understand this evolution of the current 
density. 
 
 
3.6. Discussion 
 
All the results showed that hydrogenase had a real impact on the corrosion of mild steel, provided 
that enough enzyme reached the steel surface. The new experimental setup using a dialysis bag 
(setup 2) permitted a better expression of this impact: confining the enzymatic solution in the close 
vicinity of the electrode surface allowed a larger amount of hydrogenase to reach the mild steel 
surface, to adsorb onto it and react with it.  
In presence of hydrogenase, there was always an increase of the open circuit potential (Eoc), which 
occurred in the first hours: a minimal concentration of enzyme in the close vicinity of the material 
surface was, however, required for this Eoc jump to be observed. With an enzyme concentration of 
54.9 nM, the effect on Eoc was maximal (optimal Eoc jump). Increasing the amount of enzyme did not 
lead to a new increase of Eoc, but allowed its stabilization: an enzyme reserve is then available, new 
hydrogenases could adsorb on the surface, while some others could drop off. 
Moreover, this potential ennoblement was always associated with an increase of the corrosion rate 
as shown by the measurement of the polarization resistance (Rp) (Figure 3) and of the charge 
transfer resistance obtained by impedance measurement (Figures 4 and 6, Tables 3 and 4). Unlike the 
injection of control solution (for which very low 1/Rp values were observed), the injection of 
hydrogenase always led to an increase of 1/Rp . Impedance experiments confirmed these findings: 5 
hours after hydrogenase injection, the charge transfer resistance had decreased markedly (divided by 
a factor 7), which meant that the electronic exchanges at the steel/electrolyte interface were 
increased. 
Furthermore, after 24 hours of immersion in presence of hydrogenase, the surface of mild steel was 
always observed to be more attacked (Figure 8 and 10), especially at grain boundaries, and pits could 
reach a depth of 10 µm. Also, a greater dissolution of iron was proved to occur by ICP measurements 
(Table 5). 
Finally, electrolysis performed at a cathodic potential confirmed that hydrogenases catalysed the 
cathodic reaction (reduction of protons or water) by direct electron transfer, in the very first hours of 
immersion (Figure 11). A model representing the action of hydrogenase to enhance the corrosion 
process is proposed in Figure 12. For the corrosion process, hydrogenases in their oxidized state are 
able to take the electrons released from the metal dissolution, directly at the surface of the mild 
steel. Once hydrogenases are in a reduced state, they can produce hydrogen using electrons from 
the previous reaction. Thus, by catalysing the reduction reaction, hydrogenase promotes the 
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cathodic depolarization that leads to an exacerbation of mild steel corrosion (increase of the 
corrosion potential, rate and degradation). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Three main parameters had real importance in the expression of hydrogenase impact: the injected 
volume, the concentration of hydrogenase and the hydrogenase activity. Generally speaking, a 
minimum amount of enzyme in the close vicinity of the material surface was needed. This minimum 
amount had to counterbalance the inhibiting effect of the additional molecules (dithionite and 
desthiobiotin) present in the injected solutions. For instance, the low volume of 7.5 µL was not 
sufficient to show any impact of hydrogenase on the Eoc evolution (Figure 2 and Table 2) but enough 
for a clear influence on the evolution of the corrosion rate to be observed in a comparison with 
control tests (Figure 3). Increasing the injected volume increased the quantity of enzyme and 
consequently led to increased corrosion. For a given injected volume, increasing the concentration 
(comparison between the two setups for 75 µL and a tenfold higher concentration, Figure 2, Figure 3 
and Table 2) clearly increased the parameters measured (Eoc and 1/Rp). However, a threshold was 
rapidly reached: injecting 150 µL solution 2 in setup 2 (instead of 75 µL) induced no new increase in 
the parameters; only a stabilization of Eoc and a less abrupt variation of 1/Rp could be observed. 
Actually, beyond around 55 nM, there were enough enzymes for a maximum effect to be observed 
and the enzyme excess enabled this maximum to be maintained. Lastly, for the same enzyme 
concentration, the increase of activity (16 U instead of 9 U) led to the same conclusions: a 
stabilization of Eoc and a slower decrease of corrosion rate (high Rct observed 5 hours after injection, 
Figure 6 and Table 4). 
All the experiments showed that the impact of hydrogenase was fast (optimum around one hour). In 
some cases, the effect was brief - most probably because of desorption of hydrogenase and/or its 
deactivation (change in its conformation that did not allow the transfer of electrons to the catalytic 
centre), and/or changes in the surface state of the mild steel electrode. But, with a concentration / 
activity sufficient to provide a reserve of enzyme (still active) in solution, the exacerbating effect on 
corrosion could be observed over several hours. 
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Figure 12: Model proposed for cathodic electron depolarization by hydrogenases (direct electron transfer), which led to an 
enhanced corrosion process. 
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Conclusion 
The use of a dialysis bag to concentrate [Fe-Fe]-hydrogenase from Clostridium acetobutylicum in the 
vicinity of the mild steel electrode led to conclusive tests showing the high efficiency of hydrogenase 
to accelerate the corrosion of S235JR mild steel. The impact was higher and/or maintained when the 
quantity of enzyme increased. In fact, in presence of hydrogenases, there was always an increase of 
1/Rp (as well as the corrosion rate) and Eoc whereas, with control solutions, a decrease in the 
parameters was always measured. Impedance experiments confirmed the strong effect of 
hydrogenases in increasing the corrosion of mild steel (a drastic decrease in Rct by a factor 7 after 5 
hours). Electrolysis performed at a cathodic potential proved that hydrogenases catalysed the 
cathodic reaction (reduction of protons or water) by direct electron transfer, in the very first hours of 
immersion, proving the involvement of hydrogenase in the cathodic depolarization process on mild 
steel. 
Thus, the exacerbation of the corrosion process by hydrogenase is related to: 
1. the volume of hydrogenase injected, which has to be sufficient to allow a visible 
counteraction of the inhibiting effect of additional molecules. 
2. its concentration. Increasing the amount of hydrogenase in the vicinity of the electrode 
surface increased the response of mild steel: more hydrogenase was adsorbed on the 
electrode surface until a saturation plateau of Eoc was reached  
3. its enzymatic activity. Higher activity implied the same jump and then stabilization of Eoc and 
a less abrupt decrease of 1/Rp (after reaching the maximum). 
The impact of hydrogenase to induce cathodic depolarization is a transient phenomenon, which 
could explain why corrosion in presence of hydrogenase is still a controversial subject. Work is in 
progress to understand this transient effect and the mechanisms involved. 
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Supplementary Information  
1) Analysis of impedance tests. 
The impedance of a CPE (Constant Phase Element), characterized by the parameters Q and  is given 
by Eq.1. 
 �CPEሺ�ሻ =  1ܳሺ��ሻα  Eq.1. 
 
Q aŶd α aƌe iŶdepeŶdeŶt of the fƌeƋueŶĐǇ. α is diŵeŶsioŶless. WheŶ α=ϭ, Q has uŶits of a 
ĐapaĐitaŶĐe ;FͿ aŶd ƌepƌeseŶts the ĐapaĐitaŶĐe of the iŶteƌfaĐe. WheŶ Ϭ<α<ϭ, Q is eǆpƌessed iŶ ;F.sα-
1) [35] and the studied system can be assumed to exhibit a heterogeneous distribution of time 
constants. This distribution is either a normal or a surface distribution. The effective capacitance 
associated with a CPE is calculated using different theories according to the nature of the 
distribution. 
For a normal distribution (for instance of the resistivity of a film) the capacitance is calculated using 
Eq.2, which is derived from the power-law distribution of Hirschorn et al. [36,37]. This expression 
works well for diverse systems such as aluminium oxides, oxides on stainless steel ...  
 ܥ = �ܳሺ����0ሻଵ−α 
where � = 1 + ʹ.88ሺ1 − �ሻ2.ଷ7ହ Eq.2.  
 
ǁith ρɷ the ƌesistiǀitǇ of the oǆide, ɸ0 the vacuum permittivity, equal to 8.85.10-14 F/Đŵ, aŶd ɸ the 
permittivity inside the oxide, equal to 12, which is the number habitually used for iron oxides [39]. 
Eq.2 can also be expressed as: 
 
 ܥ = ሺ�ܳሻଵαሺߜ�δሻଵ−αα  Eq.3. 
 ܥ = ሺ�ܳሻଵαሺ�ଵܵሻଵ−αα  Eq.4. 
ǁith ɷ the filŵ thiĐkŶess aŶd �ଵ = ��δ� . 
 
For a surface distribution, the effective capacitance is calculated using Eq.5, which is derived by Brug 
et al. [43]: 
 ܥୢl = ܳଵα ( 1�ୱ + 1�ୡ୲)α−ଵα       
 
Eq.5. 
With Rs the electrolyte resistance, Cdl the double layer capacitance values and Rct the charge transfer 
resistance. In our study (where two depressed circle are observed), this analysis was used to 
characterise the phenomenon at medium frequency MF, then Rs is ƌeplaĐed ďǇ R’s=Rs+R1 (R1 the 
resistance characteristic of the phenomenon at high frequency (HF). 
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2) The EDX analysis 
The table 1 gathers EDX analysis results performed in various points on the sample surfaces. 
Although EDX analysis performed here cannot be considered as a quantitative method, a qualitative 
tendency was observed: globally, a slight decrease occurred in the proportion of Fe due to its 
dissolution and the formation of an oxide layer (increase of oxygen amount). 
 Fe O C Mn Cu S P N 
Manufacturer’s 
composition 
97.8 - 0.17 1.40 0.55 0.03 0.03 0.01 
Before experiment 95.8 - 3.1 0.5 0.6 0.1 - - 
3% nital attack 93.8 0.9 3.2 1.9 - 0.2 - - 
75 µL control 
solution 
After the 
experiment 
92.9 1.3 4.9 0.7 0.2 - - - 
After  
cleaning 
93.2 1.7 3.4 1.5 - 0.1 - - 
160 µL control 
solution 
After the 
experiment 
93.8 1.0 3.6 1.4 - 0.2 - - 
Around a 
pit 
88.2 6.4 4.5 0.6 - 0.2 - - 
75 µL 
hydrogenase 
solution 2 
After the 
experiment 
84.6 2.8 9 0.7 2.7 0.2 - - 
After  
cleaning 
90.7 1.5 4.8 1.4 1.3 0.3   
Pit area 82.9 0.7 - 13.3 0.6 2.5 - - 
160 µL 
hydrogenase 
solution 2 
After the 
experiment 
76.6 7.3 9.4 0.6 4.3 0.9 - 0.9 
Table 1: EDX analysis of S235JR mild steel surface: elementary composition expressed in atomic mass %. 
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3. Résultats complémentaires 
 
- Photographies, images obtenues par MEB et analyse de surface par EDX 
Les ĐoŶĐlusioŶs iŵpoƌtaŶtes suƌ l’iŵpaĐt de l’hǇdƌogĠŶase suƌ la ĐoƌƌosioŶ de l’aĐieƌ “ϮϯϱJR soŶt 
daŶs l’aƌtiĐle Ϯ daŶs leƋuel toutes les photogƌaphies et iŵages oďteŶues paƌ MEB Ŷ’oŶt pas ĠtĠ 
reportées. Des exemples représentatifs des photographies des réacteurs, des images issues du MEB 
et des aŶalǇses paƌ EDX, oďteŶues pouƌ les suƌfaĐes d’aĐieƌ apƌğs Ϯϰ heuƌes d’iŵŵeƌsioŶ eŶ pƌĠseŶĐe 
ou ŶoŶ d’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe, soŶt ƌegƌoupĠs daŶs les plaŶĐhes pƌĠseŶtĠes Đi-après. 
Plus la concentration, voire même plus l’aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue au seiŶ du saĐ de dialǇse est 
importante, plus la dissolution du fer se fait de façon accrue ; d’où uŶe Đouleuƌ oƌaŶge de plus eŶ 
plus marquée au sein du réacteur (Planche 1).  
En préseŶĐe d’hǇdƌogĠŶase, l’aĐieƌ est attaƋuĠ auǆ joiŶts de gƌaiŶs, alors que sans hydrogénase les 
rayures de polissage restent visibles (Planche 2 à Planche 9Ϳ. L’hǇdƌogĠŶase, du fait de la faible 
ƋuaŶtitĠ eŶ solutioŶ a uŶ foƌt effet Đoƌƌosif suƌ l’aĐieƌ “ϮϯϱJR, d’autaŶt plus Ƌue l’attaƋue auǆ joiŶts 
de grains est uŶe ĐoƌƌosioŶ tƌğs sĠǀğƌe puisƋue Ƌu’elle ƌĠǀğle des hĠtĠƌogĠŶĠitĠs de stƌuĐtuƌe.  
Les coupes transversales réalisées suƌ des ĠĐhaŶtilloŶs d’aĐieƌ ŵis eŶ pƌĠseŶĐe d’hǇdƌogĠŶase 
(Planche 6Ϳ ŵoŶtƌeŶt uŶe suƌfaĐe ŵoiŶs lisse de l’aĐieƌ Ƌu’eŶ solutioŶ ĐoŶtƌôle ;Planche 7). Les 
analyses par EDX faites suƌ la Đoupe tƌaŶsǀeƌsale de l’ĠĐhaŶtilloŶ d’aĐieƌ Ŷe peƌŵetteŶt ĐepeŶdaŶt 
pas de ǀisualiseƌ ĐlaiƌeŵeŶt uŶe ĐouĐhe d’oǆǇde et/ou de pƌoduits de ĐoƌƌosioŶ plus ou ŵoiŶs 
iŵpoƌtaŶte suiǀaŶt la pƌĠseŶĐe ou ŶoŶ d’hǇdƌogĠŶase ;Planche 8 et Planche 9).  
EŶ pƌĠseŶĐe d’hǇdƌogĠŶase, des piƋûƌes oŶt pu ġtƌe oďseƌǀĠes aǀeĐ uŶe pƌofoŶdeuƌ de ϭϬ µŵ 
(Planche 6Ϳ. Ces piƋûƌes soŶt souǀeŶt de foƌŵe ĐaƌƌĠe, foƌŵe ĐaƌaĐtĠƌistiƋue de l’eŶlğǀeŵeŶt de 
grains à structure cubique centrée tels que la ferrite (Planche 4 et Planche 6). La cartographie de la 
suƌfaĐe de l’aĐieƌ paƌ EDX a iŶdiƋuĠ uŶe ĐeƌtaiŶe teŶdaŶĐe eŶ pƌĠseŶĐe d’eŶzǇŵe : une dissolution 
du fer accrue et un enrichissement des autres éléments constitutifs de l’aĐieƌ ;Mn, Cu) et 
particulièrement le carbone (Planche 3, Planche 5 et Planche 8). En présence de la solution contrôle, 
l’attaƋue auǆ gƌaiŶs de joiŶts Ŷ’est pas oďseƌǀĠe ;Planche 2, Planche 4 et Planche 7). Il y a certes 
ĐoƌƌosioŶ, ŵais de ŵoiŶs foƌte aŵpleuƌ Ƌu’aǀeĐ l’hǇdƌogĠŶase, les ƌaies de polissage soŶt toujouƌs 
ǀisiďles. Des piƋûƌes Ġpaƌses soŶt ƌetƌouǀĠes à la suƌfaĐe de l’aĐieƌ aǀeĐ uŶ diaŵğtƌe plus iŵpoƌtaŶt 
Ƌu’eŶ pƌĠseŶĐe d’hǇdƌogĠŶase.  
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Planche 1 : Photographies des réacteurs et des coupons d'acier, avant les expérimentations électrochimiques et après 24 heures d'immersion en milieu Tris-HCl avec ou sans Hase, dans le 
sac de dialyse (montage 2). 
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Planche 2 : Images obtenues par MEB de la suƌfaĐe de l’aĐieƌ SϮϯϱJR apƌğs Ϯϰ heuƌes d’iŵŵeƌsioŶ eŶ ŵilieu Tƌis-HCl aǀeĐ ou saŶs Hase ;solutioŶ d’Hase ϮͿ daŶs le saĐ de dialǇse     
(montage 2). DistaŶĐe de tƌaǀail ϭϬ ŵŵ, teŶsioŶ d’aĐĐĠlĠƌatioŶ ϭϱ kV. 
100 µM 10 µm 1 µm 1 µm 
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Planche 3 : Analyses par EDX de la surface de l'acier S235JR après 24 heures d'immersion en milieu Tris-HCl avec ou sans Hase (solution d'Hase 2), dans le sac de dialyse (montage 2). 
DistaŶĐe de tƌaǀail ϭϬ ŵŵ, teŶsioŶ d’aĐĐĠlĠƌatioŶ ϭ5 kV. 
10 µm 
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Planche 4 : Images obtenues par MEB de la surface de l'acier S235JR après 24 heures d'immersion avec ou sans hydrogénase (solution d'Hase 2), dans le sac de dialyse (montage 2), après 
nettoyage des surfaces d'électrodes avec 50 % vol. d'HCl et 2,5 g/L d'EDTA pendant 30s. DistaŶĐe de tƌaǀail ϭϬ ŵŵ, teŶsioŶ d’aĐĐĠlĠƌatioŶ ϭϬ kV. 
100 µm 10 µm 1 µm 1 µm 
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Planche 5 : Analyses par EDX de la surface de l'acier S235JR après 24 heures d'immersion avec ou sans hydrogénase (solution d'Hase 2), dans le sac de dialyse (montage 2), après nettoyage 
de surfaces d'électrodes avec 50% vol. d'HCl et 2,5 g/L d'EDTA pendant 30s. DistaŶĐe de tƌaǀail ϭϬ ŵŵ, teŶsioŶ d’aĐĐĠlĠƌatioŶ ϭ5 kV. 
  
10 µm 
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Planche 6 : Images obtenues par MEB de la suƌfaĐe de l’aĐieƌ SϮϯϱJR apƌğs Ϯϰ heuƌes d’iŵŵeƌsioŶ eŶ ŵilieu Tƌis-HCl avec Hase (solution d’Hase ϯͿ daŶs le saĐ de dialǇse (montage 2). 
DistaŶĐe de tƌaǀail ϭϬ ŵŵ, teŶsioŶ d’aĐĐĠlĠƌatioŶ ϭ5 kV.  
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Planche 7 : Images obtenues par MEB de la suƌfaĐe de l’aĐieƌ SϮϯϱJR apƌğs Ϯϰ heuƌes d’iŵŵeƌsioŶ eŶ ŵilieu Tƌis-HCl sans Hase (solution contrôle 3) dans le sac de dialyse (montage 2). 
DistaŶĐe de tƌaǀail ϭϬ ŵŵ, teŶsioŶ d’aĐĐĠlĠƌatioŶ ϭϬ kV.  
100 µm 
10 µm 1 µm 
1 µm 
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Planche 8 : Analyse par EDX de la suƌfaĐe de l’aĐieƌ SϮϯϱJR apƌğs Ϯϰ heuƌes d’iŵŵeƌsioŶ eŶ ŵilieu Tƌis-HCl aǀeĐ Hase ;solutioŶ d’Hase ϯͿ, daŶs le saĐ de dialǇse (montage 2).Distance de 
tƌaǀail ϭ ŵŵ, teŶsioŶ d’aĐĐĠlĠƌatioŶ ϭϱ kV. 
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Planche 9 : Analyse par EDX de la suƌfaĐe de l’aĐieƌ SϮϯϱJR apƌğs Ϯϰ heuƌes d’iŵmersion en milieu Tris-HCl sans Hase (solution contrôle 3), dans le sac de dialyse (montage 2). Distance de 
tƌaǀail ϭϬ ŵŵ, teŶsioŶ d’aĐĐĠlĠƌatioŶ ϭϱ kV. 
10 µm 
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- Impédance électrochimique 
DaŶs l’aƌtiĐle Ϯ soŶt seuleŵeŶt ƌepoƌtĠes les iŵpĠdaŶĐes à poteŶtiel d’aďaŶdon (EocͿ. D’autƌes tǇpes 
d’iŵpĠdaŶĐe oŶt ĠtĠ ƌĠalisĠs afiŶ d’Ġǀalueƌ l’ĠǀolutioŶ des Đouƌďes d’iŵpĠdaŶĐe suiǀaŶt le poteŶtiel 
imposé, de la même manière que dans le Chapitre 4, I.4. AfiŶ de s’affƌaŶĐhiƌ d’uŶe des deuǆ 
composantes, anodique ou cathodique, des impédances à potentiel cathodique et anodique ont été 
conduites : à -20 mV/Eoc, à -20 mV/Eoc (t=0) et à +20 mV/Eoc. Deuǆ tǇpes d’iŵpĠdaŶĐes à poteŶtiel 
cathodique ont été réalisées : soit à -ϮϬ ŵV paƌ ƌappoƌt au poteŶtiel d’aďaŶdoŶ ;-20 mV/Eoc), ou bien 
-ϮϬ ŵV paƌ ƌappoƌt au poteŶtiel d’aďaŶdoŶ iŶitial ;-20 mV/Eoc (t=0)). Ce dernier potentiel permet de se 
placer à un potentiel plus cathodique (puisque le potentiel tend à augmenter au cours du temps). Se 
placer à un potentiel plus cathodique permettrait de mieux identifier les phénomènes cathodiques 
des phĠŶoŵğŶes aŶodiƋues. L’iŵpĠdaŶĐe à poteŶtiel aŶodiƋue Ŷ’a ĠtĠ ƌĠalisĠe Ƌu’eŶ fiŶ 
d’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶ. Mġŵe si le poteŶtiel iŵposĠ ƌeste pƌoĐhe du poteŶtiel d’aďaŶdoŶ ;+ϮϬ ŵVͿ, il est 
imposé durant 25 minutes. Cette teĐhŶiƋue ƌisƋue aloƌs d’eŶgeŶdƌeƌ des ĐhaŶgeŵeŶts de suƌfaĐe et 
les changements dus aux molécules présentes en solution ne seront alors plus identifiables. 
Le domaine de fréquence appliqué est toujours le même de 100 kHz à 10 mHz avec 10 points par 
décade et une amplitude de 10 mV. Les tǇpes d’iŵpĠdaŶĐe ƌĠalisĠs, eŶ foŶĐtioŶ du teŵps soŶt 
donnés dans le tableau suivant : 
Types d’impédance réalisés 
Impédance 1 : t=0 
Eoc 
-20 mV/Eoc (t) 
Impédance 2 : t=5h 
Eoc 
-20 mV/Eoc (t) 
-20 mV/Eoc (t=0) 
Impédance 3 : t=24h 
Eoc (t) 
-20 mV/Eoc (t) 
-20 mV/Eoc (t=0) 
+20 mV/ Eoc (t) 
Tableau 1: Types d'impédance réalisés au cours de l'expérience électrochimique 
La Figure 1 montre la réponse eŶ iŵpĠdaŶĐe de l’aĐieƌ douǆ iŵŵeƌgĠ eŶ ŵilieu Tƌis-HCl 0,1 M pH7 
aǀeĐ l’iŶjeĐtioŶ de ϭϲϬ µL de solutioŶ ĐoŶtƌôle ϯ à t=Ϭ+, et ce aux différents potentiels imposés. La 
solutioŶ ĐoŶtƌôle ĐoƌƌespoŶd à la solutioŶ eŶzǇŵatiƋue dĠpouƌǀue d’hǇdƌogĠŶase aǇaŶt donc pour 
composition : 0,1 M pH8 Tris-HCl, 0,5 mM dithionite et 7,5 mM desthiobiotine. En présence 
d’hǇdƌogĠŶase ;iŶjeĐtioŶ de ϭϲϬ µL de solutioŶ d’Hase ϯ à t=Ϭ+Ϳ, la ƌĠpoŶse eŶ iŵpĠdaŶĐe de l’aĐieƌ 
doux à divers potentiels imposés est consignée dans la Figure 2. Ces diagrammes seront simplement 
exploités pour identifier à quel phénomène – anodique ou cathodique – sont dues les 
ĐaƌaĐtĠƌistiƋues pƌĠseŶtes suƌ les diagƌaŵŵes d’iŵpĠdaŶĐe à Eoc. Ils ne seront pas modélisés avec 
des ĐiƌĐuits ĠleĐtƌiƋues ĠƋuiǀaleŶts. Les ĐoŵŵeŶtaiƌes suƌ l’ĠǀolutioŶ au Đouƌs du teŵps des 
phĠŶoŵğŶes à la suƌfaĐe de l’aĐieƌ eŶ pƌĠseŶĐe ou ŶoŶ d’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe oŶt dĠjà ĠtĠ doŶŶĠs 
daŶs l’aƌtiĐle Ϯ et Ŷe seƌoŶt pas ƌappelĠs. 
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Figure 1 : Diagrammes de Nyquist à différents potentiels : ∆ Eoc, ○ -20 mV/Eoc, □ -20 mV/Eoc(t=0), ◊ +20 mV/Eoc, pour l’aĐieƌ 
S235JR en milieu Tris-HCl 0,1 M pH7. Injection à t=0
+
 de 160 µL de solution contrôle. (a) t=0 (juste avant injection), (b) 
t=5h, (c) t=24h. 
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Figure 2 : Diagrammes de Nyquist à différents potentiels : ∆ Eoc, ○ -20 mV/Eoc, □ -20 mV/Eoc(t=0), ◊ +20 mV/Eoc, pou l’aĐieƌ 
S235JR en milieu Tris-HCl 0,1 M pH7. Injection à t=0
+
 de ϭϲϬ µL de solutioŶ d’Hase Ŷatiǀe ϯ. (a) t=0 (juste avant injection), 
(b) t=5h, (c) t=24h. 
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Les speĐtƌes d’iŵpĠdaŶĐes tƌaĐĠs à t=Ϭ daŶs les Figure 1 (a) et Figure 2 (a) sont similaires, indiquant 
une bonne reproductibilité et un démarrage des mesures dans des conditions identiques. Des 
ĐhaŶgeŵeŶts soŶt oďseƌǀĠs daŶs l’alluƌe des speĐtƌes d’iŵpĠdaŶĐe eŶ ŵoǇeŶŶes et ďasses 
fréquences selon le potentiel imposé. Ce changement ne se produit pas à hautes fréquences : les 
poiŶts de dĠpaƌt liĠs à la ƌĠsistaŶĐe de l’ĠleĐtƌolǇte étant identiques et les demi-cercles ayant tous un 
diamètre équivalent.  
Loƌs de l’iŶjeĐtioŶ de la solutioŶ ĐoŶtƌôle, apƌğs ϱ heuƌes d’iŵŵeƌsioŶ, plus le poteŶtiel iŵposĠ est 
cathodique (-20 mV/Eoc(t=0) versus -20 mV/Eoc), moins le demi-cercle ne boucle à basses fréquences 
(Figure 1 (b)Ϳ teŶdaŶt ŵġŵe à se tƌaŶsfoƌŵeƌ eŶ paƌtie liŶĠaiƌe, ĐaƌaĐtĠƌistiƋue d’uŶ phĠŶoŵğŶe de 
diffusioŶ. OŶ peut doŶĐ eŶ dĠduiƌe Ƌu’au poteŶtiel d’aďaŶdoŶ, le deŵi-cercle qui a tendance à 
bouĐleƌ seƌait dû à uŶe ĐoŶtƌiďutioŶ aŶodiƋue du tǇpe adsoƌptioŶ. Apƌğs Ϯϰ heuƌes d’iŵŵeƌsioŶ, 
Ƌuel Ƌue soit le poteŶtiel iŵposĠ, les Đouƌďes d’iŵpĠdaŶĐes soŶt ƌelatiǀeŵeŶt ideŶtiƋues aǀeĐ uŶ 
phénomène diffusif marqué (partie linéaire à basses fréquences) et ne permettent pas de dissocier 
l’iŶflueŶĐe des ĐoŶtƌiďutioŶs aŶodiƋue et ĐathodiƋue ;Figure 1 (c)). 
Loƌs de l’iŶjeĐtioŶ de la solutioŶ d’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe, apƌğs ϱ heuƌes d’iŵŵeƌsioŶ, la ƌĠsistaŶĐe au 
transfert de charge a considérablement diminué (diamètre du cercle à moyennes fréquences plus 
petit, 60 Ω au lieu de 400 Ω), indiquant une augmentation des échanges électroniques (Figure 2 (b)). 
Les Đouƌďes d’iŵpĠdaŶĐe ĠtaŶt relativement similaires, il semblerait que les phénomènes observés 
soient principalement dus à une contribution cathodique. A potentiel plus cathodique, les deux 
demi-cercles à hautes fréquences et moyennes fréquences sont simplement plus facilement 
identifiables. A basses fréquences, un phénomène diffusif peut-être observé. Après 24 heures 
d’iŵŵeƌsioŶ, la ƌĠsistaŶĐe a de Ŷouǀeau augŵeŶtĠ ;Figure 2 (c)Ϳ. La Đouƌďe d’iŵpĠdaŶĐe au poteŶtiel 
d’aďaŶdoŶ est ĐeŶsĠe ġtƌe la somme des courbes à potentiel cathodique et à potentiel anodique. Or 
ici, à potentiel anodique et cathodique le diamètre du demi-cercle à basses fréquences est augmenté 
paƌ ƌappoƌt à Đelui oďseƌǀĠ au poteŶtiel d’aďaŶdoŶ. EŶtƌe la pƌeŵiğƌe ŵesuƌe ƌĠalisĠe au potentiel 
d’aďaŶdoŶ et la deƌŶiğƌe ƌĠalisĠe au poteŶtiel aŶodiƋue, uŶ ĐhaŶgeŵeŶt des ĐaƌaĐtĠƌistiƋues de 
l’iŶteƌfaĐe a doŶĐ eu lieu, Đe Ƌui Ŷe ĐoƌƌespoŶd plus à Đe Ƌue Ŷous ǀoulioŶs ĐaƌaĐtĠƌiseƌ au dĠpaƌt, à 
saǀoiƌ l’iŶteƌfaĐe apƌğs Ϯϰ heuƌes d’iŵŵeƌsion. Ceci nous conforte dans notre choix de ne faire le 
tƌaĐĠ d’iŵpĠdaŶĐe à poteŶtiel aŶodiƋue Ƌu’à la fiŶ pour ne pas perturber la surface. 
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II. Identification des mécanismes d’action de l’hydrogénase pour 
extraire les électrons de la surface de l’acier doux S235JR 
 
1. Principaux résultats présentés dans l’article ͵ 
 
L’oďjeĐtif de l’aƌtiĐle ϯ est de dĠteƌŵiŶeƌ le ƌôle des ĐeŶtƌes Fe-S sur la dépolarisation cathodique et 
d’ideŶtifieƌ les ŵĠĐaŶisŵes ŵis eŶ jeu loƌs du tƌaŶsfeƌt ĠleĐtƌoŶiƋue diƌeĐt eŶtƌe l’hǇdƌogénase et 
l’ĠleĐtƌode de tƌaǀail. AfiŶ d’Ġtudieƌ Đes ŵĠĐaŶisŵes, le ĐouƌaŶt est suiǀi au Đouƌs du teŵps loƌs 
d’uŶe polaƌisatioŶ sous poteŶtiel ĐathodiƋue ;-0,1 V/EocͿ. DiffĠƌeŶts tǇpes d’hǇdƌogĠŶase oŶt ĠtĠ 
utilisés : l’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe et des hǇdƌogĠŶases ŵodifiĠes ;CϰϴA et ∆DaͿ. Pouƌ ƌappel, le ĐeŶtƌe 
FS2 (un des centres Fe-“ à pƌoǆiŵitĠ de la suƌfaĐe de l’eŶzǇŵeͿ de l’hǇdƌogĠŶase CϰϴA est supposĠ 
ġtƌe suppƌiŵĠ loƌs de la suďstitutioŶ de la ĐǇstĠiŶe paƌ l’alaŶiŶe. L’hǇdƌogĠŶase ∆Da Ŷ’a, ƋuaŶt à elle, 
plus de centres Fe-S accessoires, il ne reste que le centre H qui se retrouve alors à proximité de la 
suƌfaĐe de l’eŶzǇŵe. L’iŵpaĐt des hǇdƌogĠŶases a ĠtĠ ĠtudiĠ pouƌ des eŶzǇŵes sous foƌŵe aĐtiǀe et 
sous forme dégradée (en les faisant préalablement bouillir pendant 10 à 15 minutes).  
Cette étude a été réalisée dans des cellules électrochimiques (Metrohm) à trois électrodes en milieu 
Tris-HCl Ϭ,ϭ M pHϳ ;ϲϬŵLͿ aǀeĐ uŶ saĐ de dialǇse ĐoŶfiŶaŶt l’ĠleĐtƌode de tƌaǀail daŶs ϲ ŵL de Tƌis-
HCl 0,1 M pH7 (montage 2, Chapitre 2, Figure 7). La solution de la cellule électrochimique est 
préalablement désaérée pendant une heure puis de façon continue après immersion des électrodes 
de tƌaǀail ;ĐoupoŶs d’aĐieƌ douǆͿ. Apƌğs uŶe ϭhϭϱ d’ĠleĐtƌolǇse à poteŶtiel ĐathodiƋue, les solutions 
enzymatiques et solutions contrôles sont injectées dans le sac de dialyse. Les solutions 
d’hǇdƌogĠŶase soŶt iŶjeĐtĠes de façoŶ à aǀoiƌ toujouƌs la ŵġŵe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ eŶzǇŵe daŶs le saĐ 
de dialyse, leur activité enzymatique est par contre différente (dépendant des lots utilisés). Les 
solutions contrôles sont les solutions dans lesquelles les enzymes se retrouvent en fin de purification 
et sont composées du milieu Tris-HCl 0,1 M pH8, et de dithionite et desthiobiotine à faible 
concentration. 
Les résultats ont montré que : 
- L’iŶjeĐtioŶ de solutioŶ ĐoŶtƌôle iŶduit toujouƌs uŶe diŵiŶutioŶ Ŷette de la deŶsitĠ de ĐouƌaŶt 
ĐathodiƋue jusƋu’à atteiŶdƌe uŶe ǀaleuƌ seuil ďasse de l’oƌdƌe de ϰ,Ϭ.ϭϬ-3 mA/cm².  
- L’iŶjeĐtioŶ d’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe eŶtƌaîŶe uŶe augŵeŶtation rapide de la densité de courant 
cathodique atteignant un maximum dès la première heure : ∆j = Ϭ,Ϯϱ ŵA/Đŵ² pouƌ ϳϱ µL de 
solutioŶ d’Hase ϭ, Ϭ,ϯϮ ŵA/Đŵ² pouƌ ϭϲϬ µL de solutioŶ d’Hase Ϯ et Ϭ,ϯϱ ŵA/Đŵ² pouƌ ϭϲϬ 
µL de solutioŶ d’Hase ϯ ;∆j = j;tͿ – j(initial, juste avant injection)).  
- A aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue ĠƋuiǀaleŶte ;solutioŶ d’Hase ϭ et ϯͿ, le ĐouƌaŶt ŵaǆiŵuŵ est 
supĠƌieuƌ pouƌ uŶ ǀoluŵe d’iŶjeĐtioŶ supĠƌieuƌ. Il seŵďleƌait, Ƌue le ǀoluŵe d’iŶjeĐtioŶ ait 
une influence sur la réponse en courant. Un voluŵe d’iŶjeĐtioŶ plus iŵpoƌtaŶt ĐoŶduit à uŶe 
convection plus importante en solution et permet vraisemblablement à une quantité 
d’hǇdƌogĠŶase plus iŵpoƌtaŶte d’atteiŶdƌe la suƌfaĐe de l’ĠleĐtƌode de tƌaǀail. 
- Apƌğs uŶe heuƌe d’iŵŵeƌsioŶ, la deŶsitĠ de Đouƌant cathodique diminue plus ou moins 
pƌogƌessiǀeŵeŶt au Đouƌs du teŵps jusƋu’à atteiŶdƌe uŶe deŶsitĠ de ĐouƌaŶt tƌğs ďasse, 
similaire à celle obtenue en injectant la solution contrôle. Le temps pour atteindre un 
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courant minimal est plus petit avec la solutioŶ d’Hase ϯ Ƌu’aǀeĐ la solutioŶ d’Hase Ϯ. Pouƌ Đes 
deuǆ solutioŶs le seul paƌaŵğtƌe Ƌui diffğƌe est l’aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue : ϭϬ U/ŵL pouƌ l’Hase 
ϯ et de ϭϲ U /ŵL pouƌ l’Hase Ϯ.  
Plusieurs paramètres peuvent entraîner la diminution de courant : la désorption et / ou la 
dĠsaĐtiǀatioŶ de l’hǇdƌogĠŶase, une diminution de la surface active de l’ĠleĐtƌode de tƌaǀail 
;effet ŵasƋuaŶt des ŵolĠĐules additioŶŶellesͿ, uŶ pH plus ďasiƋue loĐaleŵeŶt à l’ĠleĐtƌode. 
Des iŶjeĐtioŶs Đuŵulatiǀes d’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe oŶt Ġgalement été réalisées pour tenter 
d’eǆpliƋueƌ Đette diŵiŶutioŶ de ĐouƌaŶt ĐathodiƋue. Les Ŷouǀelles iŶjeĐtioŶs Ŷ’eŶtƌaîŶeŶt 
alors pas ou peu de variation de la densité de courant cathodique avec au maximum une 
densité de courant de 0,007 mA/cm². La désorption de l’hǇdƌogĠŶase Ŷ’est doŶĐ pas le seul 
élément expliquant la diminution de courant cathodique observée après une heure 
d’iŵŵeƌsioŶ. Des ĐhaŶgeŵeŶts à la suƌfaĐe de l’aĐieƌ douǆ seŵďleŶt eŵpġĐheƌ les Ŷouǀelles 
hǇdƌogĠŶases d’atteiŶdƌe ĐoƌƌeĐteŵeŶt la suƌface pour catalyser la réaction cathodique. Les 
molécules additionnelles combinées aux hydrogénases déjà adsorbées à la surface et 
potentiellement désactivées empêcheraieŶt l’adsoƌptioŶ des hǇdƌogĠŶases ŶouǀelleŵeŶt 
injectées en solution.  
- L’iŶjeĐtioŶ d’hǇdƌogĠŶase CϰϴA iŶduit, de la ŵġŵe façoŶ Ƌue l’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe, uŶe 
augmentation rapide du courant cathodique avec au maximum une densité de courant de     
-Ϭ,ϯ ŵA/Đŵ² ;deŶsitĠ de ĐouƌaŶt pƌatiƋueŵeŶt Ġgale à Đelle oďseƌǀĠe aǀeĐ l’hǇdƌogĠŶase 
native). Le courant diminue ensuite progressivement au cours du temps. 
- L’iŶjeĐtioŶ d’hǇdƌogĠŶase ∆Da, aǀeĐ uŶe aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue suffisaŵŵeŶt iŵpoƌtaŶte 
(0,28 U/mL), induit également une augmentation du courant cathodique pour atteindre une 
valeur maximale de densité de courant égale à -0,25 mA/cm². 
- L’iŶjeĐtioŶ des diffĠƌeŶts tǇpes d’hǇdƌogĠŶase pƌĠalaďleŵeŶt ďouillies Ŷ’iŶduit jaŵais 
d’augŵeŶtatioŶ du ĐouƌaŶt ĐathodiƋue et le ĐouƌaŶt suit le ŵġŵe tǇpe d’ĠǀolutioŶ Ƌue Đelui 
en présence de solutions contrôles. Les centres Fe-“ eǆposĠs à la suƌfaĐe de l’eŶzǇŵe ou ďieŶ 
libres en solution ne catalysent donc pas, à eux seuls, la réaction de réduction. 
- Globalement, aucune des différentes conformations des hydrogénases actives étudiées ici ne 
peƌŵet d’alloŶgeƌ le temps de catalyse de la réaction cathodique. L’aĐtiǀitĠ enzymatique 
semble toutefois jouer un rôle puisƋu’uŶe aĐtiǀitĠ ŵiŶiŵale est ƌeƋuise pouƌ eŶgeŶdƌeƌ la 
catalyse. L’aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue est doŶĐ le ŵoteuƌ de l’eǆtƌaĐtioŶ des ĠleĐtƌoŶs de la suƌfaĐe 
de l’aĐieƌ douǆ.  
- CepeŶdaŶt d’autƌes paƌaŵğtƌes peuǀeŶt ĠgaleŵeŶt eŶtƌeƌ eŶ jeu daŶs les ŵĠĐaŶisŵes 
d’aĐtioŶ de l’hǇdƌogĠŶase. Paƌ eǆeŵple pouƌ l’hǇdƌogĠŶase ∆Da, ĠtaŶt doŶŶĠ soŶ aĐtiǀitĠ, oŶ 
pouǀait s’atteŶdƌe à uŶ ĐouƌaŶt ŵaǆiŵal ďas et uŶe ƋuaŶtitĠ de Đhaƌges totale ďasse, ŵais 
au contraire, le courant de -0,25 mA/cm² et la quantité de charge de l’oƌdƌe de ϲ,ϴ – 9,4 C 
sont très proches des ǀaleuƌs oďteŶues pouƌ les autƌes tǇpes d’hǇdƌogĠŶases.  
 L’hǇdƌogĠŶase, ĠtaŶt uŶe eŶzǇŵe ĐǇtoplasŵiƋue, doit ĐeƌtaiŶeŵeŶt ġtƌe ĐoŵposĠe 
de suƌfaĐes hǇdƌophiles à sa suƌfaĐe et hǇdƌophoďes eŶ soŶ seiŶ. L’hǇdƌogĠŶase ∆Da 
doit alors avoir plus de zones hydrophobes exposés à la surface de celle-ci que les 
autƌes tǇpes d’hǇdƌogĠŶases, Đe Ƌui doit faĐiliteƌ soŶ adsoƌptioŶ suƌ l’ĠleĐtƌode de 
travail. CeĐi pouƌƌait eǆpliƋueƌ le foƌt ĐouƌaŶt oďseƌǀĠ pouƌ l’Hase ∆Da ŵalgƌĠ sa 
faible activité enzymatique. Le centre catalytique catalyse alors directement la 
réaction cathodique, saŶs ďesoiŶ d’iŶteƌŵĠdiaiƌes tels Ƌue les centres Fe-S 
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accessoires. Une adsorption préférentielle des enzymes suivant leur conformation 
induit une efficacité plus ou moins importante de la catalyse. 
 Le tƌaŶsfeƌt d’ĠleĐtƌoŶs pouƌ l’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe au ĐoŶtaĐt de l’ĠleĐtƌode polaƌisĠe 
doit certainement se faire de façon préférentielle par le centre FS4C. Cette zone est 
en effet globalement chargée positivement alors que la zone comprenant le centre 
F“Ϯ est gloďaleŵeŶt ĐhaƌgĠe ŶĠgatiǀeŵeŶt. Le ŵoteuƌ de l’eǆtƌaĐtioŶ d’ĠleĐtƌoŶs est 
alors le centre catalytique et le transfert se fait via les centres Fe-S principalement 
par le biais du centre FS4C. 
 Puisque le transfert des électrons semble se faire préférentiellement via le centre 
F“ϰC, il est Ŷoƌŵal d’aǀoiƌ peu de diffĠƌeŶĐes pouƌ les ĠleĐtƌolǇses eŶtƌe 
l’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe et la CϰϴA. Cette deƌŶiğƌe agit de la ŵġŵe ŵaŶiğƌe Ƌue 
l’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe pouƌ eǆtƌaiƌe les ĠleĐtƌoŶs : le centre catalytique étant le 
moteur et le centre FS4C étant le centre Fe-“ assuƌaŶt le tƌaŶsfeƌt d’ĠleĐtƌoŶs eŶtƌe 
la suƌfaĐe de l’aĐieƌ, la suƌfaĐe de l’eŶzǇŵe et le ĐeŶtƌe ĐatalǇtiƋue. 
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2. Article 3 
Cet article rassemble les résultats obtenus en électrolyse à potentiel cathodique en présence ou non 
de diveƌs types d’hydƌogĠŶase : Ŷative, Cϰ8A, ∆Da eŶ ŵilieu Tƌis-HCl 0,1 M pH7. Cette partie est 
rédigée sous foƌŵe d’uŶ aƌtiĐle sĐieŶtifiƋue. Toutefois sa puďliĐatioŶ, eŶ l’Ġtat ou eŶ paƌtie dĠpeŶdƌa 
des ĐoŵŵeŶtaiƌes, appƌoďatioŶs, aŵĠlioƌatioŶs, ŵodifiĐatioŶs effeĐtuĠes paƌ l’ĠƋuipe EADϯ au LISBP. 
Paƌ ailleuƌs, Đe papieƌ Ŷe seƌa puďliĠ Ƌu’apƌğs la puďliĐatioŶ au LISBP de la ĐaƌaĐtĠƌisatioŶ 
biochimique des divers mutants crées au cours de la thèse de Charles Gauquelin.  
 
Article 3 : A soumettre dans Bioelectrochemistry 
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1. Introduction 
 
Because of their excellent properties (high efficiency, high specificity, low over-potential for H2 
oxidation, biodegradability), hydrogenases are emerging as good candidates in many processes, 
notably in biofuel cells [1-2]. They have also been identified as key proteins in microbially induced 
corrosion (MIC) phenomena [3-6]. Hydrogenases are produced by microorganisms from diverse 
phylogenetic classifications, such as dissimilatory metal reducing bacteria [7], fermentative bacteria 
[8] and methanogenic archaea [6], among others [9]. They are defined as oxidoreductases that have 
their redox potential at the same potential as the H2/H
+ redox couple (-410 mV vs standard hydrogen 
electrode) at ambient standard conditions (25°C, atmospheric pressure, all concentrations 1 M 
except for the pH of 7) [10]. In anaerobic conditions, hydrogenases catalyse the reversible reaction 
shown in Eq.1. [11-15]. 
 
 ʹ�+ + ʹ�−↔ �2 Eq.1. 
 
The first classification of hydrogenases was based on the identity of specific electron donors and 
acceptors, such as NAD, cytochromes, ferredoxins, coenzyme F420 [16]. Finally, phylogenetic analyses 
have led to the identification of distinct phylogenetic classes of hydrogenases. According to their 
active-site composition, hydrogenases are divided into three groups: [Ni-Fe]-hydrogenase, [Fe-Fe]-
hydrogenase and Fe-S cluster-free hydrogenase (initially called metal-free and now renamed [Fe]-
hydrogenase) [11,14,16-18]. [Ni-Fe]- and [Fe-Fe]-hydrogenases form the vast majority for which 
hydrogen is the only substrate or product according to the reaction reported in Eq.1. In contrast, 
[Fe]-hydrogenase acts as H2-forming methyltetrahydromethanopterin dehydrogenase, i.e. by using a 
second substrate [16,18]. The three types of hydrogenases are metaloenzymes with different 
compositions and architectures for their metal centres, as well as an unrelated amino-acid sequence. 
The active sites of [NiFe]- and [Fe-Fe]-hydrogenases are buried within the enzyme structure. 
Therefore, these enzymes require pathways for transferring electrons, protons and hydrogen 
between the molecular surface and the catalytic centre [18,19]. 
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Among the hydrogenases, [Fe-Fe]-hydrogenases were chosen for the present study because of their 
high activity in the reduction of protons (10- to 100-fold that of [Ni-Fe]-hydrogenases) [20]. [Fe-Fe]-
hydrogenases, often found as monomers -unlike [Ni-Fe]-hydrogenase composed of at least two 
subunits-, contain a catalytic domain, called the H-cluster, and a variable number of Fe-S clusters 
thought to be involved in inter- and intra- molecular electron transfer [12,18,19]. The centre-to-
centre intercluster distances are often found to be about 11 Å [21], as for many other redox 
enzymes. This distance is optimized for the direct travel of electrons between redox centres, since 
beyond 14 Å, the transfer always involves a chain of cofactors [22,23].  
The [Fe-Fe]-hydrogenase used in this work was extracted from Clostridium acetobutylicum (C.a.) and 
has 71% of homology in the amino-acid sequence with the cytoplasmic Clostridium pasteurianum 
hydrogenase (CpI). The 3D structure of CpI is taken as reference to show and explain how electrons 
and protons are transfer inside hydrogenases from C.acetobutylicum (Schematic 1). 
 
Schematic 1: 3D structure of [Fe-Fe]-hydrogenase from C. pasteurianum (CpI). Iron atoms are red, sulphur in yellow 
[21,24]. 
The H-cluster of [Fe-Fe]-hydrogenase is composed of a 2Fe subsite covalently bound to a [4Fe-4S] 
sub-cluster by the thiolate of a cysteine residue [12,21,25,26]. 
The CpI hydrogenase has two [Fe4S4] clusters around the H-cluster: FS4A (or mesial) and FS4B (or 
distal), FS4A being the closest to the H-cluster. This FS4A cluster probably represents the direct 
electron donor to the H-cluster [21,27]. In addition, this hydrogenase has a small domain containing a 
[Fe4S4] cluster (FS4C) and a [Fe2S2] cluster (FS2) located at the surface, closed to FS4B but at opposite 
sites. In considering the relative position of [Fe-S] clusters, two possible pathways for the electrons 
transfer emerge: between the active site and the FS4C or between the active site and the FS2, via 
FS4B and FS4A. The relative surface charge indicates that the FS4C domain is generally basic and the 
FS2 domain is generally acid. FS4C and FS2 are most likely interaction sites between electron donor / 
acceptor according to their pKa [27]. At this time, it has not been yet identified which of these 
centres are involved to accept electrons from the physiological redox partner, ferredoxin. 
                                                                                      Chapitre 5 – MĠĐaŶisŵes d’aĐtioŶ de l’hǇdƌogĠŶase - 
207 
 
Electron transfers within active sites involve chemical rearrangements that usually imply proton 
transfers. As protons can travel on only very small distances (≪1 Å) and because of the long distance 
between the surface enzyme and the active site, the organization of the active site and the 
positioning of proton donors and acceptors, are critical [28]. In electrocatalysis, both parts of a 
proton-coupled electron transfer reaction must be synchronized [29,30]. Protons may move through 
hydrogen bonds when the donor / acceptor groups have suitable pKa values. The transfer over 
longer distances requires rotations and/or translations of a sufficient number of proton-carrying 
groups, as well as the presence of a driving force [18]. This tunnelling mechanism responsible for 
proton transfer has been demonstrated for several enzymes [31]. Determining proton transfer 
pathways and how they are regulated in hydrogenases is a difficult task, not resolved yet. As the 
proton is a charged species which require stabilization all along the transfer pathway, a pKa change 
could inactivate the proton pathway. Thus the characteristics of the hydrogenase environment have 
an impact on the proton transfer regulation [18]. Recently, four residues were identified as required 
for the proton transfer between the enzyme surface and the catalytic centre (Cys-299, Glu-279, Ser-
319 and Glu-282) [32]. The proton transfer occurred more likely at the C-terminal position of the 
hydrogenase. 
The participation of hydrogenases in a direct electron transfer mechanism has rarely been 
demonstrated. Moreover free enzymes are often assumed to be unstable but Chatelus et al. [33] 
have demonstrated that hydrogenases can be stable over months and that their activity does not 
depend on the presence of viable cells. The particular involvement of free hydrogenase in metal 
corrosion has been proposed over a few decades [3,4,6,33,34], but a direct electron transfer 
mechanism between hydrogenase and the conductive material has been slightly studied and 
proposed. Recently, in a previous work of our team, it was demonstrated that hydrogenase could 
strongly accelerate the corrosion process [35]. Experiments were conducted in a Tris-HCl medium 
with no electron acceptor / donor except water or protons. Thus, in presence of hydrogenase, the 
open-circuit potential (also called free potential) of the mild steel electrode was rapidly increased, as 
well as the corrosion rate, indicating the ability of hydrogenase to take electrons directly from the 
surface of mild steel to produce hydrogen, and, therefore, to accelerate the corrosion process. 
Electrolysis at a cathodic potential also confirmed that hydrogenase are responsible of catalysing the 
cathodic reaction by direct electron transfer. Deutzmann et al. also discovered an apparently direct 
electron uptake explained by redox-active enzymes, such as hydrogenases, when investigating the 
impact of an electromethanogenic archaeon called Methanococcus maripaludis (M.m.) on the 
corrosion of iron granules [6]. This strong effect of hydrogenase on the corrosion process was also 
observed in phosphate buffer [3,36]. Based on this idea, that hydrogenases could be adsorbed on the 
surface of electrodes and could take electrons directly from conductive materials at this surface to 
catalyse the formation of H2, hydrogenase covered electrodes have been investigated [1,19,37], 
often using a graphite-based electrode [37-40]. Lukey et al. [38] adsorbed two different 
hydrogenases from Escherichia Coli as a film on a pyrolytic graphite edge electrode (at pH6, 30°C) 
and showed that they were able to catalyse electrochemical reactions that usually required a large 
overpotential. Even if the electron transfer between the distal Fe-S cluster and the electrode is 
controlled by the electrode potential, other parameters can modify this dependence. Indeed the 
efficiency of these modified electrodes is very limited, notably due to the hydrogenase inactivation 
because of the protein desorption [1] and / or deactivation / or conformation change [40]. The 
electrocatalysis of an adsorbed hydrogenase results from a complex interplay of mass transport, 
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enzyme turnover, electron transfer and orientation of the enzyme [19,41]. The catalytic centre of 
hydrogenase is most likely the cause of the electron uptake, since it was shown that high catalytic 
activity produces a large amplification of the current [42] and Fe-S clusters and their pathways play a 
major role in taking electrons directly from the surface of conductive materials. Thus, it seemed 
interesting to deepen the study on the involvement of Fe-S clusters to take directly electrons from a 
conductive surface. In a previous work, it was demonstrated that [Fe-Fe]-hydrogenase had a stronger 
effect on the corrosion process when they were boiled in phosphate buffer and Fe-S clusters were 
supposed to be involved in this exacerbation [36]. Heating the enzyme led to explode the 3D 
conformation of the enzyme, exposing the metallic clusters to the external surroundings or even 
releasing the Fe-S clusters. Thus, it was supposed that the electrochemical action of hydrogenase is 
not only linked to its activity but also to the presence of the Fe-S compounds themselves, as it is 
often evoked for the SRB mechanism in corrosion [43,44]. In contrary, in the experiments of 
Deutzmann et al. [6] heat inactivation of cell-free culture medium (containing hydrogenases) 
completely abolished the formation of H2. Hydrogenases inactivated by heat were no longer capable 
of taking electrons from iron granules to produce hydrogen. Consequently, the impact of 
hydrogenase and the role of Fe-S clusters in accelerating the corrosion process still remain an 
enigma. For this purpose, we focused in this paper in understanding mechanisms that induce the 
cathodic catalysis of the reduction reaction. Native and specific mutant type -with more or less Fe-S 
clusters- of [Fe-Fe]-hydrogenase were used for cathodic electrolysis experiments, to bring in light 
which element play a role in taking electrons at the electrode surface and the mechanisms. Specific 
mutant types used in the present work are the C48A hydrogenase in which the FS2 cluster is 
suppressed, and the ∆Da hǇdƌogeŶase iŶ ǁhiĐh all aĐĐessoƌǇ Fe-S clusters are removed as it 
schematized in Schematic 2. IŶ the ∆Da tǇpe, oŶlǇ the H-cluster and the C-terminal part of the 
enzyme remains. 
 
Schematic 2: Schematic hydrogenases used in the present work and pre-supposed mechanism of electrons and substrates 
transfer. 
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2. Materials and methods 
 
2.1. Hydrogenase production and purification 
Tris(hydroxymethyl) aminomethane (named Tris) was purchased from Acros Organic, hydrochloric 
acid, sodium dithionite and desthiobiotin from Sigma. 
Hydrogenases used in this work were [Fe-Fe]-hydrogenase and were produced, extracted and 
purified from Clostridium acetobutylicum cells in a 0.1 M pH8 Tris-HCl medium. Hydrogenases 
purification process and their oxidation activity measurement were performed as described in 
[45,46].  
The identification of Fe-S clusters removed with the two mutants is reported in Schematic 2. The type 
and characteristic of hydrogenases used in the present work are gathered in the Table 1. The native 
type has four accessory Fe-S clusters in addition of the Fe-S clusters that are in the catalytic centre. 
Thus, the native hydrogenase (WT Hase) has 18 sulphur atoms and 20 iron atoms contained in Fe-S 
clusters and the active site (the sulphur atoms belonging to cysteines were not counted). The C48A 
mutant type is a mutant in which cysteine in position 48 is substituted by alanine. This substitution 
involves the suppression of a S atom that belonged to cysteine and implies the destabilization of the 
FS2 clusteƌ aŶd ŵost likelǇ its suppƌessioŶ. The ∆Da ŵutaŶt is a ŵutaŶt iŶ ǁhiĐh eǀeƌǇ aĐĐessoƌǇ Fe-S 
clusters are removed and the H-cluster is most likely found at the surface of the enzyme. 
 
Hydrogenases 
type 
Name 
Modified 
Fe-S 
clusters 
Modification effect 
Amount of 
Fe in the 
Hase 
Amount of S 
in the Hase* 
Wild type WT - - 20 18 
Mutant C48A FS2 
A S atom in less 
=> suppression of the Fe-S 
cluster assumed 
18 16 
Mutant ∆Da 
Accessory 
Fe-S 
clusters 
Removal of Fe-S clusters, 
remains the catalytic domain 
[FeFe]-[4Fe4S] 
6 4 
* S atom of cysteines not counted 
Table 1: Characteristics of hydrogenase used in the present work.
 
 
At the end of the purification process, no dithiothreitol (DTT) was added to the fraction of interest, 
thus aǀoidiŶg the ͞polluted͟ effeĐt foƌ the eleĐtƌoĐheŵiĐal studǇ of hǇdƌogeŶase, as shoǁŶ iŶ a 
previous work [47]. The pure [Fe-Fe]-hydrogenase was then recovered in a 0.1 M Tris/HCl medium 
containing dithionite and desthiobiotin at low concentrations. The hydrogenase solution was divided 
into aliquots, flushed with pure hydrogen and stored at 4°C.  
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The specific activities (measured the day of injection in the electrochemical cell), concentrations and 
compositions of the hydrogenase solutions used in this work are reported in Table 2. Specific 
activities represent the catalytic activity per unit mass of protein (U/mg of enzyme). 
 
Hydrogenase 
solution in the 
aliquot 
Tris-HCl dithionite desthiobiotin 
Hydrogenase 
Concentration 
Mass 
(Da) 
Specific 
activity 
(U/mg) 
WT 
1 
0.1 M pH 8 
[NaCl] = 
0.15 M 
0.5 mM 10 mM 
290 
µg/mL 
4.39 
µM 
66070 2570 
2 
0.1 M pH 8 
[NaCl] = 
0.15 M 
0.5 mM 7.5 mM 
137 
µg/mL 
2.07 
µM 
66070 4400 
3 
0.1 M pH 8 
[NaCl] = 
0.15 M 
0.5 mM 7.5 mM 
137 
µg/mL 
2.07 
µM 
66070 2736 
∆Da 
1 
0.1 M pH 8 
[NaCl] = 
0.15 M 
0.5 mM 7.5 mM 
170 
µg/mL 
3.82 
µM 
44460 116 
2 
0.1 M pH 8 
[NaCl] = 
0.15 M 
0.5 mM 7.5 mM 
40 
µg/mL 
0.90 
µM 
44460 34 
C48A 
0.1 M pH 8 
[NaCl] = 
0.15 M 
0.5 mM 7.5 mM 
330 
µg/mL 
5.00 
µM 
66131 660 
Table 2: Composition of hydrogenases solutions injected. 
 
Control solutions were also injected for electrochemical measurements and are composed of 0.1 M 
pH7 Tris-HCl medium with a low concentration of dithionite and desthiobiotin, corresponding to 
hydrogenase solution without hydrogenase.  
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2.2. Electrochemical cell setup and measurements 
The experiments were performed with a three-electrode system in closed cells (Metrohm). 
The working electrodes were 2-cm-diameter cylinders of S235JR mild steel from Descours-Cabaud, 
France (elemental composition by weight percentage: 0.17C, 1.4Mn, 0.55Cu, 0.03S, 0.03P, 0.01N). 
They were surrounded by adhesive-lined heat shrink tubing (His-A 24/8 PO-X-BK) from 
HellermannTyton, leaving a flat disk of the surface uncovered, with a total exposed area of 3.14 cm². 
The electrical connection was provided by a titanium threaded rod also protected with heat shrink 
tubing. Coupons were successively ground using SiC papers with increasingly fine grit (P120 to P2400) 
and then rinsed with distilled water and stored for 24 hours before beginning the experiments.  
Saturated calomel electrodes (SCE) from Materials Mates Sentek were used as references and 
platinum (Pt, 10% Ir) meshes, connected with platinum (Pt, 10% Ir) wire, from Goodfellow, were used 
as counter electrodes. The Pt electrodes were cleaned before use by heating them in the oxidizing 
flame of a gas burner. 
 
The electrodes were immersed in 0.1 M pH7 Tris/HCl medium containing 0.1 M Cl-. The choice of pH7 
was a compromise between the pH8 of the purification process and the pH6.3 which is the optimum 
of hydrogenase towards the hydrogen production [48]. 
The electrochemical cell containing 60 mL of 0.1 M pH7 Tris-HCl medium was hermetically closed and 
the temperature was maintained at 37°C by means of a water-bath. Nitrogen was continuously 
bubbled into the solution for 1 hour before the immersion of the working electrodes. To concentrate 
the hydrogenase amount in the close vicinity of the electrode, a closed regenerated cellulose tubular 
membrane, also called a dialysis bag, was used (setup 2 shown in [35]). The porosity (nominal 
MWCO: 12000 – 14000) of the dialysis bag was chosen such that hydrogenase remained inside it 
while the other chemicals (particularly dithionite and desthiobiotin) could leave into the 
electrochemical cell. After the deoxygenation, the surface of the steel coupon was immerged into the 
solution inside the dialysis bag and the nitrogen flow was maintained above the solution surface 
during the whole experiment.  
Electrolysis were carried-out at a cathodic potential (-0.1 V vs open-circuit potential (Eoc)). After 1 
hour and 15 minutes, hydrogenase solutions or control solutions were injected in the dialysis bag 
containing 6 mL of (0.1 M pH7) Tris/HCl medium in strict anaerobic conditions, oxygen having been 
removed from the syringe with nitrogen. Electrochemical experiments for each type of enzyme and 
each injected volume were duplicated. 
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3. Results and discussion 
Mild steel (S235JR) coupons were immersed in a Tris/HCl 0.1 M pH7 (0.1 M Cl-) medium for 24 hours 
under a cathodic polarisation (-0.1 V vs Eoc). After a stabilization of the current for 1 hour and 15 
minutes, hydrogenase (Hase) solutions were injected in strictly anaerobic conditions (t=0+). The final 
concentrations inside the dialysis bag, immediately after the injection, are reported in Table 3. The 
injection volumes were chosen and adjusted in order to have the same final Hase concentration in 
the dialǇsis ďag foƌ all the iŶjeĐtioŶ eǆĐept foƌ ∆Da Hase solutioŶ Ϯ. This lateƌ had a Hase 
concentration in the aliquot that was very low (40 µg/mL) and to have the same concentration in the 
dialysis bag of 54.9 nM, the injection volume would be of 366 µL. To allow enough repetition of the 
experiments for reproducibility, it was decided to reduce the injection volume and to have a 
concentration in the dialysis bag 1.5 to 2 times less. Each Hase experiment was associated with a 
control experiment performed by injecting the control solution without hydrogenase (0.1 M Tris/HCl 
containing dithionite and desthiobiotin). 
 
Solution 
injected 
Injected 
volume 
Concentration in the dialysis bag Specific 
activity 
(U/mL) 
Hase (nM) 
Fe from 
Hase (nM) 
S from Hase 
(nM) 
WT Hase 
WT Hase 1 75 µL 54.9 1098 988 9.3 
WT Hase 2 160 µL 54.9 1098 988 16.1 
WT Hase 3 160 µL 54.9 1098 988 10.0 
C48A Hase C48A Hase 66 µL 54.9 1098 933 2.4 
∆Da Hase 
∆Da Hase 1 86 µL 54.8 329 219 2.8.10-1 
∆Da Hase 2 250 µL 37.5 225 150 5.7.10
-2 
180 µL 27.0 162 108 4.1.10-2 
Table 3: Final concentrations of hydrogenase and Fe-S from clusters in the dialysis bag. 
 
3.1. Electrolysis in presence of the wild type (WT) hydrogenase 
 
Volumes of 75 µL of WT Hase solution 1 and 160 µL of WT Hase solution 2 and 3 were injected, in the 
same way, into the dialysis bag. Injection volumes were determined in order to have the same 
concentration in the electrochemical cell, but the specific activity was different (Table 2). WT Hase 
solution 2 had a twofold higher activity than Hase solution 1 and 3.  
 
The current density variation was monitored over time for 75 µL Hase solution 1 (Figure 1 (a-b)) and 
160 µL Hase solution 2 and 3 (Figure 1 (c) and Figure 1 (d)) and their respective controls. The Figure 1 
(d) corresponds to cumulative injections of Hase solutions 3. However, the first four hours of the 
experiment led to a concentration equal to Hase solution 1 and 2 and they can be compared. 
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Figure 1: Electrolysis for S235JR mild steel electrodes plotted at -100 mV vs Eoc in 0.1 M Tris-HCl pH7 medium inside the 
dialysis bag, with or without Hase. Volumes injected at t=0
+ 
of: 
(a-b) 75 µL  ∆: WT Hase solution 1, ○: CoŶtƌol solutioŶ, (b) zoom-in, 
(c) 160 µL   ∆: WT Hase solution 2, ○: CoŶtƌol solutioŶ. 
(d) Cumulative injection of ∆ WT Hase solution 3, ○: CoŶtƌol solutioŶ. *Injection 1 at t=0+of 160 µL, **Injection 2 at t = 4h 
of 110 µL, ***Injection 3 at t = 5h of 75 µL. 
 
In all cases, the injection of control solution induced a more rapid decrease of the cathodic current 
density than the evolution in 0,1 M pH7 Tris-HCl medium (curves not shown), which tended to a very 
low current. This evolution must be due to the injection of additional molecules (dithionite and 
desthiobiotin) that could possibly mask the electrode surface [47]. 
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By injecting hydrogenase in its active form, the cathodic current density was rapidly increased, 
ƌeaĐhiŶg a ŵaǆiŵuŵ iŶ the fiƌst houƌ: ∆j = Ϭ.Ϯϱ ŵA/Đŵ² foƌ ϳϱµL Hase solutioŶ ϭ, ∆j = Ϭ.ϯϮ ŵA/Đŵ² 
foƌ ϭϲϬ µL Hase solutioŶ Ϯ aŶd ∆j = Ϭ.ϯϱ ŵA/Đŵ² foƌ ϭϲϬ µL HAse solutioŶ ϯ, ǁheƌe ∆j ĐoƌƌespoŶd to 
current density differences, calculated by subtracting the starting current density, just before the 
injection, from the value of the current density at a given time. Thus, hydrogenases catalysed the 
cathodic reaction to produce hydrogen from protons or water by taking electrons directly from the 
surface of the mild steel electrode. In Figure 1 (a), there is a deviation in current densities at 3 hours 
due to a temporary external phenomenon which induced an agitation. The temporary agitation 
permitted to refresh hydrogenase and the medium in the close vicinity of the working electrode. But, 
it can be noted, that the global evolution of the current density and the slope for the diminution of 
the current density is the same for each Hase solution injected.  
Moreover, the injection of a volume and an activity that was twice as high (for the case of solution 2) 
involved a higher increase of the cathodic current density, despite the hydrogenase concentration 
being the same. Thus, with 160 µL of Hase solution 2, the amount of hydrogenases that had a 
suitable conformation to take electrons from the electrode was certainly higher, which could explain 
the higher cathodic current density. Moreover, by injecting the Hase solution 3, which have the same 
concentration and an equivalent enzyme activity than Hase solution 1, the cathodic current was 
higher. Consequently the injected volume has an influence on the cathodic current measured. With a 
higher injected volume, the convection was probably higher and probably permitted to a higher 
amount of hydrogenase to reach the electrode surface. Besides, the time to reach a minimum 
current was lower with Hase solution 3 than with Hase solution 2. The only parameter that differs for 
these two solutions was the enzymatic activity that was 1.6 lower for Hase solution 3. The enzymatic 
activity has a certain impact on the cathodic current, even though a low difference in maximal 
cathodic current is observed. 
In corrosion, it was observed in a previous work [35] that the open-circuit potential (Eoc) jump was 
relatively depending on the hydrogenase activity. However, beyond a particular threshold of -0.67 V 
vs ECS, Eoc was no longer increased with a higher concentration and / or activity of hydrogenase. In 
fact, Eoc, which is a compromised between the anodic and cathodic contributions, should increase 
when the cathodic branch is modified with a higher kinetic, as it can happen with hydrogenase that 
does accelerate the cathodic reaction (depolarisation phenomenon). It can be easily postulated that 
the anodic branch (corresponding to oxidation of mild steel) must be a very steep curve. In this way, 
when more hydrogenase was injected, the difference in terms of Eoc was small despite a cathodic 
catlysis. In electrolysis, the cathodic current density was however not proportional to the enzymatic 
activity. Some other parameters have also to be taken into account. The injection volume might have 
an importance, especially the question of how the solution is dispersed in solution and how it 
reaches the electrode surface, which could have an influence on the amount of hydrogenase 
adsorbed on the electrode surface. It is also possible that the random orientation of hydrogenase on 
the electrode surface played a role in the differences observed in the current density [1].  
Moreover, after an optimum, the cathodic current density decreased, tending to very low current, as 
in the controls. This decrease could be possibly assigned to hydrogenase desorption and/or its 
deactivation, and/or changes in the area of the active surface of the mild steel electrode (partially 
because of the presence of dithionite and desthiobiotin that could mask the surface). Furthermore, 
experiments were carried out with a static design. The current measured reports the reduction 
reaction of water (or protons). After an intense production of hydrogen, it seemed realistic to think 
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that locally at the electrode surface the pH become more basic and the OH- diffusion can limit the 
electronic transfer. This variation of pH, locally, can also favour the desorption of hydrogenase due to 
a charge changing. 
Cumulative injections of WT Hase 3 were done to improve the understanding of the decrease of the 
absolute current that was always observed after it had reach a maximum (Figure 1 (d)).  
As it was previously observed, the injection of 160 µL of native hydrogenase induced a peak for the 
cathodic current density (Figure 1 (c) and (d)), showing the ability of the enzyme to take electrons 
from the electrode to produce H2 ;∆j = Ϭ,ϯϱ ŵA/Đŵ²Ϳ. TheŶ, ǁheŶ the ĐuƌƌeŶt deŶsitǇ ǁas ƌetuƌŶed 
to a similar value than the starting current density (at t=4h), an additional 110 µL WT Hase 3 was 
injected and then, at t=5h, 75 µL Hase 3 was injected again in the dialysis bag. The second injection 
(110 µL) at 4 hours had practically no effect on the current density. Thus, the decrease previously 
observed was not solely due to the desorption of the enzyme. The injection (75 µL) one hour later 
finally induced a little increase of the absolute current density with a maximum of 0.07 mA/cm². 
Thus, some changes of the active surface of the mild steel electrode seemed to be at the origin of the 
decrease in the cathodic current density. Indeed, additional molecules in presence (dithionite and 
desthiobitin) and deactivated Hase still adsorbed to the mild steel surface could mask the surface of 
mild steel for further reaction. However, hydrogenase had no obvious reason to be deactivated 
except if substrates could remain inside the enzyme and obstruct the substrate pathway. Another 
possibility is that additional molecules, such as desthiobiotin, which are concentrated at the surface 
and around Hase could have a toxic effect on the enzymatic activity. The pH that becomes more basic 
with the increase of the cathodic reaction rate can also have a negative impact on the hydrogenase 
activity. Thus, with a new injection, hydrogenase, had less opportunity to reach the electrode surface 
in the good orientation to take electrons directly from the surface of mild steel in order to catalyse 
the reduction as it is schematized in Schematic 3. 
 
 
Schematic 3: Current decrease due to masking effect by additional molecules and deactivated hydrogenases adsorbed on 
the electrode surface. 
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The native hydrogenase was also boiled for 15 minutes to explode the enzyme structure and to 
expose Fe-S clusters to the external surroundings or even releasing them. When Hase solutions were 
boiled (Figure 2), the cathodic current density did not increase as expected. On the contrary, the 
absolute value of the current density was more rapidly decreased in comparison to the injection of 
active Hase and tended to very low current density as it was observed for control solutions.  
 
 
Figure 2: Electrolysis for S235JR mild steel electrodes plotted at -100 mV vs Eoc in 0.1 M Tris-HCl pH7 medium inside the 
dialysis bag with or without boiled Hase. Volumes of: 
(a) 75 µL injected at t=0
+
. ◊ Boiled WT Hase solution 2, ○: CoŶtƌol solutioŶ, 
(b) 160 µL injected at t=0
+
. ◊ Boiled WT Hase solution 3, ○: CoŶtƌol solutioŶ. 
 
Thus, to take electrons directly from the surface of mild steel, hydrogenase must be in its active 
form. This evolution of current suggests that the 3D structure is probably exploded but Fe-S clusters 
could be buried inside the structure and cannot anymore allow the electron transfer. It is also 
possible that Fe-S clusters are released in solution and, alone, they are not able to take electrons 
from the electrode surface to produce hydrogen. It seems clear that the catalytic centre (in an active 
enzyme) plays a major role in taking electrons from the conductive material surface. Those results 
seemed to go against precedent observations performed in phosphate buffer for corrosion aspect. 
Indeed, the presence of boiled hydrogenase considerably increased the open-circuit potential and 
thus the corrosion process [36]. It was assumed that Fe-S clusters could act as deposits that catalyse 
proton reduction; mechanisms that may be compared with the mechanisms generally accepted for 
the microbial corrosion induced by SRB [43,44]. However, those hypotheses are not appropriate in 
cathodic electrolysis in Tris-HCl medium and had to be revised. 
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3.2. Electrolysis in presence of the C48A hydrogenase 
 
It’s assuŵed that CϰϴA hǇdƌogeŶase is a ŵutaŶt that has a [Fe-S]-cluster in less, the FS2 which is 
located at the surface of the enzyme (Schematic 2).  
Volumes of 66 µL of C48A Hase solution were injected, in the same way, into the dialysis bag. The 
current density variation was monitored over time for C48A Hase in its active form (Figure 3 (a)) and 
for boiled C48A Hase solution (Figure 3 (d)) with their respective controls. 
 
Figure 3: Electrolysis for S235JR mild steel electrodes plotted at -100 mV vs Eoc in 0.1 M Tris-HCl pH7 medium inside the 
dialysis bag with or without C48A Hase. Volumes of 66 µL injected at t=0
+
: 
;aͿ ○ CϰϴA Hase solutioŶ, ∆: Control solution, 
(b) ◊ Boiled C48A Hase solution, ∆: Control solution. 
 
In its active form, the injection of hydogenase induced an increase of the cathodic current density to 
reach a maximum of -0.3 mA/cm² at half an hour whereas, in its degraded form, the cathodic current 
density decreased and tended to follow the evolution of control solutions. Thus, even if the accessory 
domain FS2 was destabilized by a S atom in less and most likely the suppression of this cluster, it still 
remain another pathway to reach the catalytic domain via FS4C and that was still effective and 
permitted the production of H2 using electrons directly from the electrode surface.  
As previously, once the enzyme was boiled, Fe-S liberated did not act as catalytic chemical domains 
capable of taking electrons. The catalytic domain proved once again to have a key role in the catalysis 
of H2 production. When it was degraded, the catalytic domain was not anymore able to take 
electrons from the electrode surface. 
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3.3. EleĐtƌolysis iŶ pƌeseŶĐe of the ∆Da hydrogenase 
 
Voluŵes of ϴϲ µL of ∆Da Hase solutioŶ ϭ, ϮϱϬ µL aŶd ϭϴϬ µL of WT Hase solutioŶ Ϯ ǁeƌe iŶjeĐted, iŶ 
the same way, into the dialysis bag.  
The current density variation was monitored over time for the active form of the enzyme (Figure 4) 
and its degraded form (Figure 5) with their respective controls. 
 
 
Figure 4: Electrolysis for S235JR mild steel electrodes plotted at -100 mV vs Eoc in 0.1 M Tris-HCl pH7 medium inside the 
dialǇsis ďag ǁith oƌ ǁithout ∆Da Hase. Voluŵes of: 
(a)  86 µL injected at t=0
+
 ○ ∆Da Hase solutioŶ ϭ, ∆: Control solution, 
(b) 250 µL injected at t=0
+
 ● ∆Da Hase solutioŶ Ϯ, ∆: Control solution. 
 
As previously, the injection of control solution always induced a very rapid decrease of the cathodic 
current density that tended to low current density. 
 
BǇ iŶjeĐtiŶg ∆Da Hase iŶ its aĐtiǀe foƌŵ, the ĐathodiĐ ĐuƌƌeŶt deŶsitǇ iŶĐƌeased ƌeaĐhiŶg Ϭ.Ϯϱ 
mA/cm². It then decreased to tend to a very low current density and thus to follow the evolution of 
controls. Thus, hydrogenase with no accessory Fe-S clusters was able to catalyse the reduction 
reaction. For this mutant, the N-terminal part of the enzyme, below the H-cluster, and containing 
accessory Fe-S clusters is truncated, the C-terminal part remaining intact (Schematic 2). This 
mutation has the effect of exposing the active site to the surface of the enzyme, and the electron 
transfer occurred directly between the material surface and the H-cluster with no required 
intermediates (Schematic 2). This mechanism could be compared to the mechanism of the 
hydrogenase from Chlamydomonas reinhardtii that have no Fe-S clusters. The electron transfer 
occurred directly between the catalytic centre and its redox partner [49]. This last result confirmed 
the key role of H-cluster which is the driving force to take electrons from the mild steel surface. 
Moreover, despite a same concentration as the native Hase, the maximal current density is smaller 
ǁith the ∆Da Hase ;Figure 1 and Figure 2). Actually, the enzymatic activity is lower (33 to 57 times) 
than the activity of the WT Hase (Table 3), and that could explain the smallest cathodic current of 
0.25 mA/cm² in contrast to -0.3 to -0,4 mA/cm² for native enzyme. The injection volume is also 
divided and could have an influence too, on the small cathodic current, as explain before (section 
3.1.). However, even with an enzymatic activity divided by 33 to 57 times, the maximal current 
density is only divided by 1.2 to 1.6, towards native hydrogenase. The enzymatic activity and the 
volume injected are certainly not the only parameters that influence the response in current for the 
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∆Da hydrogenase. The modification of its structure by exposing elements that were buried inside the 
initial hydrogenase may improve the adsorption of the enzyme on the electrode surface.  
 
Moƌeoǀeƌ, iŶjeĐtiŶg ϮϱϬ µL of ∆Da Hase solutioŶ Ϯ iŶ its aĐtiǀe foƌŵ iŶduĐed Ŷo iŶĐƌease of the 
cathodic current density but an evolution similar than with control solutions. In this later case, the 
Hase concentration in the dialysis bag was divided by 2 compared to the other injections 
(concentration of 37.5 nM), but more importantly the enzymatic activity of 34 U/mg measured in 
activity tests (Table 2) can be considered as zero activity. Hydrogenase acted, in this case, as a quasi-
inert protein and that confirms the importance of the activity parameter. 
 
The iŶjeĐtioŶ of ďoiled ∆Da Hase iŶduĐed Ŷo paƌtiĐulaƌ eǀolutioŶ of the ĐuƌƌeŶt deŶsitǇ aŶd the 
absolute current density was decreased and tended to follow the evolution of control solutions 
(Figure 5), as it was observed for every boiled Hase tested in this paper (Figure 2 and Figure 3 (b)). 
This observation confirmed hypothesis made previously. Fe-S clusters, on their own, could not 
directly take electrons from the conductive material and the H-cluster is the one which permit this 
taken. 
 
 
Figure 5: Electrolysis for S235JR mild steel electrodes plotted at -100 mV vs Eoc in 0.1 M Tris-HCl pH7 medium inside the 
dialǇsis ďag ǁith oƌ ǁithout ďoiled ∆Da Hase. IŶjeĐtioŶ at t=Ϭ+ of: (a) ◊ 250 µL boiled Hase solution 2, ◊ 180 µL boiled 
Hase solution 2, ∆: 250 µL Control solution (b) zoom-in. 
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3.4. Comparative study to understand and propose mechanisms 
 
To sum-up, every Hase tested in the present work, in its active form is capable to take electrons 
directly from the surface of mild steel to catalyse the cathodic reaction, the reduction of protons or 
water.  
Half-life times (t(j1/2)), corresponding to the time to reach half of the maximum current density were 
referenced versus t(jmax) and values are reported in Table 4. 
  
Specific activity 
(U/mL) 
jmax 
(mA/cm²) 
tmax 
(h) 
t(j1/2)
* 
(h) 
WT Hase solution 
75 µL solution 1** 9.3 -0.30 0.4 2.04 
160 µL solution 2 
16.1 -0.41 0.7 2.39 
10.0 -0.39 0.3 1.45 
C48A Hase 
solution 
66 µL 2.4 
-0.29 0.3 2.19 
-0.21 1 2.70 
∆Da Hase solution 86 µL solution 1 2.8.10-1 -0.25 0.3 1.79 
-0.24 0.5 2.72 
*referenced versus t(jmax)
 
 ** One experiment of 75 µL WT Hase 1  is considered in the tabl, the other one having current deviation due to external phenomenon  
Table 4: Characteristics current densities and times for the different Hase types, issued from Figure 1, Figure 3 (a) and 
Figure 4 (a).[Hase] = 54.9 nM; ࢐૚/૛ = ሺ࢐࢓�� − ࢐࢘ࢋ࢙࢏ࢊ��࢒ሻ ૛⁄  
For each Hase type compared in this table, the only one parameter that was modified was the 
enzymatic activity. The half-life of the process (t(j1/2)) was reported to be in the range of 1.5 to 2.7 
hours whatever the Hase solution and there was no clear link between the enzymatic activity and the 
cathodic current decrease over time. This decrease is certainly proportional to the production and 
diffusion of H2 and OH
- and the desorption / deactivation of hydrogenase due to a local pH change. 
Thus, no conformation studied here allowed increasing the time to maintain the catalysis of the 
cathodic reaction. The total electric charge (Qtot) was calculated according to the Faraday law 
reported in Eq.2. for diagrams of Figure 1, Figure 3 and Figure 4. 
 
 ܳ�௢� = ∫ ܫሺ�ሻ݀��௢  Eq.2. 
 
To determine the electric charge only related to the production of hydrogen by hydrogenase (QH2), 
the electric charge of control solutions (Qcontrol) was subtracted from values of Qtot and permitted to 
calculate the number of moles of H2 (nH2) produced by the action of hydrogenase with the following 
equation: 
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 ܳ�2 = ʹܨ��2  Eq.3. 
 
with F the Faraday number (96500 C/mol of electrons). 
Knowing the number of mole of Hase (3.29.10-10 mol), and supposing that all hydrogenases were 
adsorbed on the electrode surface, the ratio 
௡�2௡���� was then calculated and all values are reported in 
Table 5. This ratio can be observed as the number of cycles done by hydrogenase, one cycle 
corresponding to the return of hydrogenase to its initial redox state. 
  
Specific activity 
(U/mL) 
Qtot 
(C) 
Qcontrol 
(C) 
QH2 
(C) 
nH2 
(mol) 
Ratio ࢔�૛࢔��࢙ࢋ 
WT Hase 
75 µL WT 
Hase 1 
9.3 
14.39 2.01 12.38 6.41.10-5 194667 
8.93 2.01 6.92 3.59.10-5 108898 
160 µL WT 
Hase 2 
16.1 16.30 2.64 13.66 7.08.10-5 214823 
C48A Hase 66 µL 2.4 
10.72 1.89 8.83 4.57.10-5 138860 
8.52 1.89 6.63 3.44.10-5 104330 
∆Da Hase 
ϴϲ µL ∆Da 
Hase 1 
2.8.10-1 
8.86 2.11 6.75 3.50.10-5 106378 
11.49 2.11 9.38 4.86.10-5 147831 
ϮϱϬ µL ∆Da 
Hase 2 
5.7.10-2 3.41 2.45 0.96 4.96.10-6 22038 
Table 5: Electric charge (Q), H2 production and ratio of number cycles issued from Figure 1, Figure 3 and Figure 4. 
 
For the native Hase, when the activity was higher, the number of cycles was also more important. 
The number of cycles of the first experiment with 75 µL Hase solution 1 was higher because of the 
deviation in current observed at 2 hours on Figure 1 (a) due to a temporary external phenomenon 
that led to convection, and was overestimated.  
Moƌeoǀeƌ, it ĐaŶ ďe Ŷoted that foƌ CϰϴA solutioŶ aŶd ∆Da Hase solutioŶ ϭ the Ŷuŵďeƌ of ĐǇĐles of 
hydrogenase calculated was in the same range (104330-147831) despite an activity divided by 8.6 for 
∆Da Hase ǀeƌsus CϰϴA. Values ǁeƌe also iŶ the saŵe ƌaŶge that oďtaiŶed foƌ Ŷatiǀe Hase, ǁhiĐh has 
aŶ aĐtiǀitǇ ϰ to ϯϯ higheƌ thaŶ CϰϴA Hase aŶd ∆Da Hase ϭ ƌespeĐtiǀelǇ. These high Ŷuŵďeƌs of ĐǇĐles 
are in accordance with the high cathodic current obtained for each Hase. But, considering the very 
loǁ aĐtiǀitǇ of ∆Da, a loǁ ĐathodiĐ ĐuƌƌeŶt aŶd Ŷuŵďeƌ of ĐǇĐles ǁould ďe eǆpeĐted. This iŶdiĐates 
that the enzymatic activity is not the only one parameter that played a role in taking electrons from 
the material surface.  
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For calculations of the number of cycles, it was supposed that enzymes were all adsorbed and well 
oriented on the electrode surface; this is most certainly not the case. Indeed, considering a minimal 
theoretical diameter for each Hase (75 Å foƌ WT Hase aŶd CϰϴA Hase aŶd ϰϲ Å foƌ ∆DaͿ theƌe is 
always sufficient and even more amount of Hase in solution to cover the entire surface of the mild 
steel (60 to 100 times higher). Thus, concentrations used suggest that the entire surface could be 
covered ďǇ hǇdƌogeŶase aŶd that theƌe is a ƌeseƌǀe of eŶzǇŵe iŶ solutioŶ. “iŶĐe the ∆Da Hase haǀe a 
lower diameter than the other enzymes, there are potentially larger amounts of hydrogenase that 
cover the electrode surface. This could explain the high number of ĐǇĐles ĐalĐulated foƌ ∆Da Hase.  
Moreover, the orientation of hydrogenase on the mild steel surface could be modified according the 
hydrophobic and hydrophilic zones and / or charges on the enzyme surface. Indeed, hydrogenase 
from Ca is a soluble enzyme, non-membrane and plausibly with a hydrophilic surface and a 
hǇdƌophoďiĐ iŶside. The ∆Da tǇpe is a tƌuŶĐated hǇdƌogeŶase aŶd hǇdƌophoďiĐ zoŶes that aƌe ďuƌied 
in the native type, should be exposed at the outside. Those hydrophobic areas should permit a better 
adsorption on the surface of mild steel. Thus, a larger amount of hydrogenase may be adsorbed and 
ǁell oƌieŶted oŶ the ŵild steel suƌfaĐe oŶ the Đase of ∆Da tǇpe thaŶ foƌ the CϰϴA aŶd WT tǇpes. This 
hypothesis could explain the high current densities and the high number of cycles observed for the 
∆Da tǇpe, despite a loǁ eŶzǇŵatiĐ aĐtiǀitǇ. 
Positive and negative charges of the enzyme could also play a role in the orientation of hydrogenase 
on the electrode surface. Indeed, the cathodic potential imposed at the electrode confers a globally 
negative charge of the mild steel surface and positive areas of hydrogenase could interact. As a first 
approach, the amino-acid sequence of the hydrogenase from C.a. was divided by three parts: a first 
part that contains the FS2 cluster, a second part that contains the FS4C cluster and a third one that 
contains the rest of the enzyme. For each part, the global charge at pH7 was calculated using Protein 
Calculator v3.4 and results obtained are resumed in Table 6. 
 
Amino-acid sequence analysed Global charge pI 
Part 1 containing the FS2 cluster -4 4.87 
Part 2 containing the FS2 cluster 7.1 9.67 
Part 3 containing the rest of enzyme 0 7 
Table 6: Global charges and pI calculated for each part of amino-acid sequences analysed. Protein Calculator v3.4 
 
Globally the charge of the part containing the FS2 cluster is negative (Part 1) and the part containing 
FS4C cluster is positive (Part 2). It seems that the part containing FS4C can more easily approach the 
electrode surface (which is negative) and electrons transfer must probably occurred preferentially via 
this Fe-S cluster, rather than FS2. This is why, no evident difference in maximal currents was 
observed for C48A Hase and WT Hase (putting aside the activity parameter). Moreover the isoelectric 
point (pI) indicates that with a more basic pH, around 9 the part 2 containing the FS4C cluster 
becomes neutral. Thus, when the production of hydrogen is important at the electrode, the OH- 
concentration become higher involving a more basic pH, locally. In consequence, the area around the 
FS4C cluster becomes neutral, and possibly positive. So, the adherence between the electrode 
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negatively charged and the FS4C cluster is not anymore ensured and that can partially explain the 
diminution of the cathodic current observed after an intense cathodic reaction.  
For the two types of hydrogenase (C48A and native), the mechanism to extract electron from the 
mild steel electrode is certainly the same, even if for WT hydrogenase a minimal transfer can 
occurred via FS2 cluster. For each hydrogenase, the H-cluster is the driving force of the electrons 
transfer synchronized with the substrate transfer in C-terminal position (Schematic 4). For native and 
C48A Hase, this transfer occurs via Fe-S clusters – FS4C being the preferential Fe-S cluster for the 
interface electrode / enzyme (Schematic 4 (a) and (b))– . Foƌ ∆Da Ŷo iŶteƌŵediate is ƌeƋuiƌed aŶd 
electron transfers occur directly between the electrode surface and the catalytic centre (Schematic 4 
(c)). To better understand the good efficiency of certainly linked to an apparently better adsorption 
on the electrode surface investigations had to be deepening on the hydrophobicity and the charge 
around the catalytic centre. 
 
 
 
Schematic 4: Supposed mechanism and electrons pathways of the different type of Hase: (a) WT Hase, (b) C48A Hase, (c) 
∆Da Hase. * The H-cluster is the driving force of the electrons transfer, ** No electrons transfer with Fe-S clusters alone. 
 
(a) (b) 
(c) 
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Conclusion 
The use of different types of hydrogenase from C. acetobutylicum ;Ŷatiǀe aŶd CϰϴA aŶd ∆Da 
mutants) permits to identify some key points in the mechanism of the enzyme to catalyse the 
cathodic reaction (protons or water reduction). Fe-S clusters allowed electrons transfers up to the 
catalytic centre, but they are not responsible of the catalysis, by their own i.e. independently from 
the catalytic centre. The catalytic centre (H-cluster) is the driving-force of the electrons uptake. With 
a mutant type with no accessory Fe-“ Đlusteƌs ;∆DaͿ, ĐuƌƌeŶt oďseƌǀed ǁeƌe Ƌuasi-equivalent to 
hydrogenase with Fe-S clusters. The enzymatic activity must play a role in the electron extraction: 
there is a need of a minimum of activity to involve an increase of the cathodic current. However, 
there is no evidence here that an increase of the enzymatic activity increase the cathodic 
depolarisation. Environmental conditions influence the orientation, the adsorption, the desorption 
and the deactivation of hydrogenase. For instance, a change in pH could modify electrostatic charges 
of the enzyme surface.   
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3. Résultats complémentaires 
 
Les calculs effectués précédemment (article 3) ont permis de déterminer les charges électrostatiques 
globales de trois différentes zones ĐoŵpƌeŶaŶt les aĐides aŵiŶĠs eŶfouis et eŶ suƌfaĐe de l’eŶzǇŵe. 
Pouƌ aǀoiƌ uŶe idĠe plus pƌĠĐise du ĐoŵpoƌteŵeŶt de l’hǇdƌogĠŶase faĐe à une électrode polarisée, il 
serait intéressant de déterminer les Đhaƌges ĠleĐtƌostatiƋues de suƌfaĐe de l’eŶzǇŵe. Pouƌ Đela, il est 
ŶĠĐessaiƌe de ĐoŶŶaîtƌe sa stƌuĐtuƌe tƌidiŵeŶsioŶŶelle, oƌ Đe Ŷ’est pas le Đas. Paƌ ĐoŶtƌe la stƌuĐtuƌe 
de l’hǇdƌogĠŶase de C.pasteurianum ;CplͿ est ĐoŶŶue et oŶ sait Ƌue l’hǇdƌogĠŶase de 
C.acetobutylicum. présente ϳϭ % d’hoŵologie aǀeĐ la sĠƋueŶĐe d’aĐides aminés de CpI. La Figure 3 
présente la séquence en acides aminés des deux hydrogénases et en bleu et noir sont identifiées les 
diffĠƌeŶĐes. AǀaŶt de pouǀoiƌ utiliseƌ la stƌuĐtuƌe ϯD de l’hǇdƌogĠŶase CpI pouƌ ŵodĠliseƌ les Đhaƌges 
eŶ suƌfaĐe de l’hǇdƌogĠŶase de C.acetobutylicum., la Đhaƌge gloďale de la sĠƋueŶĐe d’aĐides aŵiŶĠs 
selon les trois zones ĠtudiĠes daŶs l’aƌtiĐle ϯ soŶt ĐalĐulĠes et ĐoŵpaƌĠes pouƌ les deuǆ eŶzǇŵes. Les 
trois zones particulières ont été délimitées comme indiqué dans la Figure 3 et de façon plus 
schématique dans la Figure 4 :  
- Zone 1 : “ĠƋueŶĐe d’aĐides aŵiŶĠs contenant le centre FS2 (partie N-teƌŵiŶale de l’eŶzǇŵeͿ. 
- Zone 2 : “ĠƋueŶĐe d’aĐides aŵiŶĠs ĐoŶteŶaŶt le ĐeŶtƌe F“ϰC 
- Zone 3 : “ĠƋueŶĐe d’aĐides aŵiŶĠs ĐoŶteŶaŶt le ƌeste des ĐeŶtƌes Fe-S et le centre 
catalytique. 
Si les charges globales des trois zones présentent une bonne similitude pour les deux enzymes, il 
peut ġtƌe appƌoǆiŵĠ Ƌue les Đhaƌges eŶ suƌfaĐe de l’hǇdƌogĠŶase CpI soŶt ĠƋuiǀaleŶtes auǆ Đhaƌges 
eŶ suƌfaĐe de l’hǇdƌogĠŶase de C.acetobutylicum ; et Ƌue l’utilisation de la structure 3D et de la 
séquence de CpI peut déjà permettre de dégager une certaine tendance pouƌ l’hǇdƌogĠŶase 
d’iŶtĠƌġt. 
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Figure 3 : Séquences en acides aminés de CpI (CP1) et de l'hydrogénase de C.acetobutylicum (hydA) et ideŶtifiĐatioŶ des sĠƋueŶĐes d’aĐides aŵiŶĠs aǇaŶt seƌǀis pouƌ le ĐalĐul des Đhaƌges 
des zones 1, 2 et 3.
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Figure 4 : Identification des zones utilisées pour les divers calculs des charges sur la structure schématisée de 
l'hydrogénase native. 
Les charges électrostatiques et les points isoélectriques (pI) calculés – à l’aide de l’outil « Protein 
calculator v3.4. » –  pour les trois zones sont similaires pour les deux hydrogénases et figurent dans 
le Tableau 2. Le pI correspond au pH pour lequel la charge globale est neutre. 
 
SéƋuence d’acides amines 
analysée 
Charge 
globale 
pI 
Hydrogénase de C.pasteurianum 
Zone 1 -8,2 4,12 
Zone 2 5,1 9,34 
Zone 3 0 7 
Hydrogénase de C.acetobutylicum 
Zone 1 -4 4,87 
Zone 2 7,1 9,7 
Zone 3 0 7 
Tableau 2 : Charges à pH7 et pI calculés pour les trois zones identifiées en Figure 3. Protein calculator v3.4. 
La zone 1 (contenant le centre FS2) est négativement chargée à pH 7 et le pI, pH auquel cette zone 
est globalement neutre, est de 4,12 pour CpI et 4,87 pour celle de C.a – pH relativement éloigné du 
pH7 –. La zone 2 (contenant le centre FS4C) est positivement chargée et le pI est autour de 9. La zone 
3 (contenant les autres centres Fe-S et le centre catalytique) est globalement neutre et le pI se 
trouve à pH7. 
Etant donné la similarité de la séquence en acides aminés et des charges calculées pour les trois 
zones, la structure de CpI peut servir de base pour déterminer les charges en surface de 
l’hǇdƌogĠŶase de C.acetobutylicum. 
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Les Đaƌtogƌaphies des Đhaƌges ĠleĐtƌostatiƋues à la suƌfaĐe de l’eŶzǇŵe Ŷatiǀe et ŵodifiĠe oŶt ĠtĠ 
réalisées avec le logiciel PyMOL. 
Pour faire une cartographie des charges électƌostatiƋues de suƌfaĐe d’uŶe pƌotĠiŶe, le logiĐiel PǇMOL 
propose deux méthodes : l’utilisatioŶ de l’outil « APBS » (Adaptative Poisson-Blotzmann Solver) ou 
de l’outil « Charge-smoothed potential ». “uite à uŶ pƌoďlğŵe teĐhŶiƋue, l’utilisatioŶ de l’outil APBS 
Ŷ’Ġtait pas possiďle. Le second outil « charge-smoothed potential » a donc été utilisé pour générer 
les cartographies de surface. 
La Figure 5 ŵoŶtƌe les Đhaƌges eŶ suƌfaĐe de l’hǇdƌogĠŶase de CpI, la couleur bleue correspondant à 
une charge positive et la couleur rouge à une charge négative. Les cartographies des charges 
ĠleĐtƌostatiƋues à la suƌfaĐe de l’eŶzǇŵe ĐoŶfiƌŵeŶt la pƌeŵiğƌe teŶdaŶĐe Ƌui aǀait ĠtĠ dĠgagĠe aǀeĐ 
le calcul des charges globales des trois zones (Tableau 2Ϳ. La suƌfaĐe de l’eŶzǇŵe autouƌ du ĐeŶtƌe 
FS2 semble donc chargée négativement (Figure 5 (c) et (d)) et la surface autour du centre FS4C est 
chargée positivement (Figure 5 (e) et (f)). Ces résultats confirment les hypothèses avancées dans 
l’aƌtiĐle ϯ. L’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe et CϰϴA doiǀeŶt ĐeƌtaiŶeŵeŶt se plaĐeƌ pƌĠfĠƌeŶtielleŵeŶt à 
l’ĠleĐtƌode de façoŶ à Đe Ƌue le ĐeŶtƌe F“ϰC puisse eǆtƌaiƌe les ĠleĐtƌoŶs de la suƌfaĐe de l’aĐieƌ douǆ, 
l’ĠleĐtƌode ĠtaŶt ĐhaƌgĠe ŶĠgatiǀeŵeŶt. La suppƌessioŶ ;supposĠe du ĐeŶtƌe F“ϮͿ Ŷ’iŶduit doŶĐ pas 
de ǀĠƌitaďle ĐhaŶgeŵeŶt daŶs le ŵĠĐaŶisŵe d’eǆtƌaĐtioŶ des ĠleĐtƌoŶs loƌsƋue l’ĠleĐtƌode est 
ĐhaƌgĠe ŶĠgatiǀeŵeŶt. C’est pouƌƋuoi, les Đourants maximum sont équivalents pour ces deux 
enzymes. Par contre, avec une même concentration mais une activité enzymatique, la durée de vie 
du pƌoĐessus et la ƋuaŶtitĠ de Đhaƌge ĠleĐtƌiƋue est supĠƌieuƌe pouƌ l’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe ;aĐtiǀitĠ 
6,7 fois supérieuƌeͿ. AiŶsi le ŵoteuƌ ƌespoŶsaďle de l’eǆtƌaĐtioŶ des ĠleĐtƌoŶs à la suƌfaĐe du 
ŵatĠƌiau ĐoŶduĐteuƌ ƌeste l’aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue. 
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Figure 5 : ;aͿ StƌuĐtuƌe ϯD de l’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe CpI ;supposĠe siŵilaiƌe pouƌ l’hǇdƌogĠŶase de C.a.Ϳ. (b-g) 
Caƌtogƌaphies des Đhaƌges ĠleĐtƌostatiƋues à la suƌfaĐe de l’eŶzǇŵe. ;ďͿ Vue de faĐe, ǀue ideŶtiƋue à la ǀue ƌepƌĠseŶtĠe 
en (a), (c-d) Vue du coté du centre FS2, (d) zoom vers le centre FS2, (e-f) Vue du coté du centre FS4C, (f) zoom vers le 
ĐeŶtƌe FSϰC, ;gͿ Vue de dessus de la stƌuĐtuƌe de l’eŶzǇŵe. 
(a) (b) 
(c) (d) 
(e) (f) 
(g) 
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Les Đhaƌges ĠleĐtƌostatiƋues à la suƌfaĐe de l’hǇdƌogĠŶase ∆Da oŶt ĠgaleŵeŶt ĠtĠ ĐaƌtogƌaphiĠes 
(Figure 6Ϳ. La suƌfaĐe de l’eŶzǇŵe ∆Da autouƌ du ĐeŶtƌe ĐatalǇtiƋue est ĐhaƌgĠe positiǀeŵeŶt. AiŶsi, 
eŶ plus de l’hǇpothğse de l’hǇdƌophobie, les charges positives autour du centre catalytique 
aŵĠlioƌeŶt d’autaŶt plus l’oƌieŶtatioŶ de l’hǇdƌogĠŶase ∆Da à la suƌfaĐe de l’ĠleĐtƌode ;le ƌeste de la 
surface de l’eŶzǇŵe Ŷ’ĠtaŶt pas paƌtiĐuliğƌeŵeŶt positif ou ŶĠgatifͿ. AiŶsi l’adsoƌptioŶ et l’oƌieŶtatioŶ 
de Đe tǇpe d’eŶzǇŵe suƌ uŶe suƌfaĐe d’ĠleĐtƌode gloďaleŵeŶt ŶĠgatiǀe seŵďleŶt plus favorables en 
comparaison avec l’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe. 
     
 
Figure 6 : ;aͿ StƌuĐtuƌe ϯD de l’hǇdƌogĠŶase ∆Da de CpI ;supposĠe siŵilaire à celle de Ca), (a-b) Cartographies des charges 
ĠleĐtƌostatiƋues à la suƌfaĐe de l’eŶzǇŵe. ;aͿ Vue de faĐe, ǀue ideŶtiƋue à la ǀue ƌepƌĠseŶtĠe eŶ ;aͿ. ;ďͿ Vue de dessous, 
au niveau du centre catalytique 
Le ŵĠĐaŶisŵe d’aĐtioŶ de l’hǇdƌogĠŶase ∆Da Ġtaďli daŶs le “ĐhĠŵa ϰ de l’aƌtiĐle ϯ peut aloƌs ġtƌe 
amélioré en symbolisant les charges de surface de la façon suivante : 
(a) (b) 
(c) 
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Figure 7 : MĠĐaŶisŵe d'aĐtioŶ de l'hǇdƌogĠŶase ∆Da pouƌ eǆtƌaiƌe les ĠleĐtƌoŶs suƌ uŶe suƌfaĐe gloďaleŵeŶt Ŷégative. 
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III. Comparaison de l’influence de l’hydrogénase native dans deux 
solutions tampons : vers de nouveaux mécanismes d’action 
 
Short communication à soumettre dans Electrochemistry Communications 
Les ƌĠsultats pƌĠseŶtĠs daŶs Đette paƌtie feƌoŶt l’oďjet d’uŶe « short communication ». 
L’oďjeĐtif de Đette seĐtioŶ est de ĐoŶfiƌŵeƌ ou d’iŶfiƌŵeƌ les hǇpothğses pƌĠĐĠdeŵŵeŶt pƌoposĠes 
eŶ ŵilieu phosphate eŶ ĐoŶfƌoŶtaŶt les ƌĠsultats de ĐoƌƌosioŶ à des ƌĠsultats d’ĠleĐtƌolǇses 
cathodiques.  
Loƌs des pƌĠĐĠdeŶts tƌaǀauǆ ƌĠalisĠs eŶ ĐoƌƌosioŶ, il aǀait ĠtĠ oďseƌǀĠ Ƌue l’hǇdƌogĠŶase sous sa 
forme dégradée pouvait exacerber le processus de corrosion en milieu phosphate 10 mM (Mehanna 
et al. 2016). EŶ paƌtiĐulieƌ, l’iŶjeĐtioŶ de Đette foƌŵe d’hǇdƌogĠŶase eŶgeŶdƌait uŶe augŵeŶtatioŶ 
aĐĐƌue du poteŶtiel d’aďaŶdoŶ et des dĠgƌadatioŶs plus iŵpoƌtaŶtes du ŵatĠƌiau, paƌ ƌappoƌt à 
l’iŶjeĐtioŶ de l’hǇdƌogĠŶase sous sa foƌŵe aĐtiǀe. Loƌs de la dĠgƌadatioŶ de l’eŶzǇŵe paƌ Đhaleuƌ, il a 
été supposé que les centres Fe-“, au dĠpaƌt eŶfouis au seiŶ de l’eŶzǇŵe, se ƌetƌouǀaieŶt 
possiblement à sa surface, et étaient peut-être même libérés en solution. Ces centres Fe-S pouvaient 
alors agir comme promoteurs de la corrosion, à la manière des dépôts de FeS, mécanisme proposé 
lors de la corrosion anaérobie par les BSR par exemple. 
Loƌs de l’Ġtude eŶ ŵilieu Tƌis-HCl réalisée au cours de ce chapitre, il a été démontré que 
l’hǇdƌogĠŶase sous sa foƌŵe active est bien capable de catalyser le processus de corrosion, avec à 
l’appui uŶe augŵeŶtatioŶ du poteŶtiel d’aďaŶdoŶ, uŶe augŵeŶtatioŶ de la ǀitesse de ĐoƌƌosioŶ, uŶe 
diminution de la résistance au transfert de charge et une corrosion aux joints de grains. Cette 
accélération du processus de corrosion ne peut se faire que par transfert électronique direct entre 
l’hǇdƌogĠŶase et la suƌfaĐe d’ĠleĐtƌode, puisƋu’auĐuŶ ŵĠdiateuƌ ƌedoǆ Ŷ’est pƌĠseŶt daŶs le ŵilieu. 
Dans ce même milieu Tris-HCl, les électrolyses à potentiel cathodique (-0,1 V/Eoc) ont également 
peƌŵis de ĐoŶfiƌŵeƌ la ĐatalǇse diƌeĐte de la ƌĠaĐtioŶ ĐathodiƋue paƌ l’hǇdƌogĠŶase. Paƌ ĐoŶtƌe, 
loƌsƋue l’eŶzǇŵe est iŶjeĐtĠe sous sa foƌŵe dĠgƌadĠe, auĐuŶe ĐatalǇse de la ƌĠaĐtioŶ de ƌĠduĐtioŶ 
Ŷ’est oďseƌǀĠe eŶ ĠleĐtƌolǇse. De plus, eŶ ĐoƌƌosioŶ, ďieŶ Ƌu’il Ŷ’ait pas ĠtĠ ĐlaiƌeŵeŶt dĠŵoŶtƌĠ Ƌue 
l’hǇdƌogĠŶase sous sa foƌŵe dĠgƌadĠe Ŷe pouǀait pas eŶgeŶdƌeƌ uŶe eǆaĐeƌďatioŶ du pƌoĐessus de 
corrosion, les premières expérimentations réalisées en présence de DTT (une des molécules 
additionnelles qui perturbent le plus le signal électrochimique) ont démontré cette tendance (cf 
Chapitre 4, IIͿ. D’autƌe paƌt, DeutzŵaŶŶ et al. oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌu’eŶ pƌĠseŶĐe d’hǇdƌogĠŶases ďouillies, la 
foƌŵatioŶ d’H2 était complètement endiguée alors que les hydrogénases actives entraînaient une 
production importante (274 ± 49 nmol electron equivalent/h) en se servant des électrons extraits des 
granules de fer (Deutzmann, Sahin, and Spormann 2015). Ces derniers résultats remettent alors en 
ƋuestioŶ l’hǇpothğse iŶitiale où les ĐeŶtƌes Fe-S joueraient à eux-seuls un rôle de catalyseurs, à 
ŵoiŶs d’eŶǀisageƌ Ƌue Đe soit la Ŷatuƌe du ŵilieu d’Ġtude ;phosphate ǀeƌsus Tƌis-HCl) qui contribue à 
Đette pƌopƌiĠtĠ. AfiŶ d’ĠĐlaiƌĐiƌ Đe poiŶt, des Ġlectrolyses cathodiques (-0,1 V/Eoc) en milieu 
phosphate eŶ pƌĠseŶĐe d’hǇdƌogĠŶase sous foƌŵe aĐtiǀe et dĠgƌadĠe oŶt ĠtĠ ƌĠalisĠes et ĐoŵpaƌĠes 
à celles conduites en milieu Tris-HCl. 
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De la ŵġŵe ŵaŶiğƌe Ƌue pƌĠĐĠdeŵŵeŶt, les ĐoupoŶs d’aĐieƌs oŶt ĠtĠ iŵŵeƌgés pendant 24 heures 
dans un milieu Tris-HCl (0,1 M pH7) ou en milieu phosphate (0,01 M pH7). Les solutions 
d’hǇdƌogĠŶase et solutioŶs ĐoŶtƌôles oŶt ĠtĠ iŶjeĐtĠes daŶs le saĐ de dialǇse ;montage 2, chapitre 2, 
Figure 7). Les solutions contrôles correspondent à la solution enzymatique, dans laquelle se retrouve 
l’hǇdƌogĠŶase eŶ fiŶ de puƌifiĐatioŶ, dĠpouƌǀue d’hǇdƌogĠŶase. Les solutioŶs ĐoŶtƌôles utilisĠes iĐi 
ont pour composition : Tris-HCl 0,1 M pH8, dithionite de sodium 0,5 mM et desthiobiotine 7,5 mM. 
La solution d’hǇdƌogĠŶase iŶjeĐtĠe eŶ ŵilieu phosphate et Tƌis-HCl provenait du même aliquot et 
aǀait doŶĐ la ŵġŵe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ et aĐtiǀitĠ. La ĐoŶĐeŶtƌatioŶ daŶs l’aliƋuot Ġtait de ϭϯϳ µg/ŵL et 
l’aĐtiǀitĠ spĠĐifiƋue de Ϯϳϯϲ U/ŵg. L’aĐtiǀitĠ a ĠtĠ ŵesuƌĠe le jouƌ des expérimentations 
électrochimiques. 
Les caractéristiques des solutions enzymatiques une fois injectées dans le sac de dialyse contenant le 
ŵilieu d’Ġtude – Tris-HCl ou phopshate – sont résumées dans le Tableau 3. 
Composition 
de la 
solution 
injectée 
dans le sac 
de dialyse 
Tris-
HCl 
Phosphate dithionite desthiobiotine 
Hydrogénase native 
[Hase] 
[Fe] 
issus 
des 
centres 
Fe-S 
[S] 
issus 
des 
centres 
Fe-S 
Activité 
spécifique 
Milieu Tris-
HCl 
0,1 M 
pH7 
[Cl-] = 
0,1 M 
 
13,3 µM 200 µM 54,9 nM 
1,10 
µM 
0,93 
µM 
10,0 
U/mL 
Milieu 
phosphate 
traces 
0,01 M 
pH7 
Tableau 3 : Composition de la solution dans le sac de dialyse immédiatement après injection de la solutioŶ d’hǇdƌogĠŶase 
La Figure 8 ƌegƌoupe l’effet de l’iŶjeĐtioŶ de l’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe suƌ la deŶsitĠ de ĐouƌaŶt eŶ ŵilieu 
Tris-HCl (a) et en milieu phosphate (b) loƌs d’uŶe ĠleĐtƌolǇse à poteŶtiel ĐathodiƋue à -0,1 V/Eoc. 
L’iŵpaĐt de l’hǇdƌogĠŶase suƌ le courant de réduction en milieu Tris-HCl a été largement étudié dans 
l’aƌtiĐle ϯ. Les ĐoŶĐlusioŶs de Đet aƌtiĐle seƌǀiƌoŶt à Đoŵpaƌeƌ le ĐoŵpoƌteŵeŶt de l’hǇdƌogĠŶase eŶ 
milieu phosphate par rapport à ce qui avait été observé en milieu Tris-HCl. 
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Figure 8 : Diagƌaŵŵes d’ĠleĐtƌolǇses ;j=f;tͿͿ pouƌ l’aĐieƌ douǆ SϮϯϱJR à -0,1 V/Eoc eŶ pƌĠseŶĐe ou ŶoŶ d’Hase Ŷatiǀe, sous 
sa forme active. Injection à t=0
+
 de 160 µL de : ∆ Hase native, ● solution contrôle, ─ pas d’iŶjeĐtioŶ, (a) en milieu Tris-HCl 
0,1 M pH7 (b) en milieu phosphate 0,1 M pH7. 
En milieu phosphate et Tris-HCl, les potentiels imposés sont très proches (-0,834 ±0,006 mV/ECS en 
milieu phosphate et -0,823 ±0,003 mV/ECS en milieu Tris-HCl) et les valeurs initiales des densités de 
courant sont quasi-siŵilaiƌes ;≈-0,05 mA/cm2). 
En milieu phosphate (Figure 8 (b)) sans injection, le courant diminue progressivement au cours du 
temps avec une pente toutefois inférieure à celle observée en milieu Tris-HCl (courbe non montrée). 
Lors de précédents travaux (De Silva Muñoz et al. 2010), il a été démontré que les phosphates 
ĠtaieŶt des ĐatalǇseuƌs effiĐaĐes de la ƌĠduĐtioŶ de l’eau ;ou des pƌotoŶsͿ  pouvant expliquer 
l’aĐĐĠlĠƌation de la corrosion dans ce milieu en présence des catalyseurs biologiques: le courant 
observé ici en milieu phosphate correspond donc à cette réaction de réduction selon le schéma 
réactionnel suivant (Eq. 1. suivie par Eq. 2.) :  
 ʹ�2ܲ�4− + ʹ�− →  ʹ�ܲ�42− +�2 Eq. 1. 
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Les espğĐes phosphates soŶt ƌapideŵeŶt ƌĠgĠŶĠƌĠes paƌ l’ĠƋuiliďƌe aĐide-base présenté en Eq. 2. 
 �ܲ�42− +�2�⇔ �2ܲ�4− + ��− Eq. 2. 
   
La diŵiŶutioŶ du ĐouƌaŶt au Đouƌs du teŵps peut s’eǆpliƋueƌ paƌ la ǀaƌiatioŶ du pH loĐal au ǀoisiŶage 
de l’ĠleĐtƌode ;pH de plus eŶ plus ďasique) : d’uŶe paƌt, la diffusioŶ des espğĐes OH- en milieu 
statique limite alors la réponse en courant ; d’autƌe paƌt, la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ, soŵŵe toute faiďle eŶ 
phosphate (seulement 0,01 M) engendre un effet tampon limité et la réponse en courant peut alors 
d’autaŶt plus diŵiŶueƌ Ƌue le pH augŵeŶte.  
Lorsque la solution contrôle est injectée, la densité de courant en valeur absolue diminue 
brusquement au cours de la première demi-heuƌe puis suit le ŵġŵe tǇpe d’ĠǀolutioŶ au Đouƌs du 
teŵps Ƌu’eŶ ŵilieu phosphate. Au vu des expériences préliminaires (article 1), la petite diminution 
de courant peut être attribuée à la présence de molécules additionnelles (effet masquant / 
inhibiteur).  
De la ŵġŵe façoŶ Ƌu’eŶ ŵilieu Tƌis-HCl, l’iŶjeĐtioŶ de l’hǇdƌogĠŶase sous sa forme active entraîne 
uŶe Ŷette augŵeŶtatioŶ de la deŶsitĠ de ĐouƌaŶt ;eŶ ǀaleuƌ aďsolueͿ et Đe dğs l’iŶjeĐtioŶ. La 
diffĠƌeŶĐe ŵaǆiŵale de deŶsitĠ de ĐouƌaŶt paƌ ƌappoƌt à l’iŶitiale est oďseƌǀĠe apƌğs ϭϬ ŵiŶutes aǀeĐ 
uŶ ∆j de Ϭ,Ϭϰ ŵA/Đŵ², où ∆j=j;tͿ-j(initial, juste aǀaŶt iŶjeĐtioŶͿ. AiŶsi, de la ŵġŵe ŵaŶiğƌe Ƌu’eŶ 
milieu Tris-HCl, l’hǇdƌogĠŶase est Đapaďle de ĐatalǇseƌ la ƌĠaĐtioŶ ĐathodiƋue aǀeĐ uŶ optiŵuŵ de 
foŶĐtioŶŶeŵeŶt daŶs les ϭϬ à ϯϬ ŵiŶutes apƌğs l’iŶjeĐtioŶ. D’autƌe paƌt, le ∆j ŵaǆiŵal est ϴ fois 
ŵoiŶs iŵpoƌtaŶt Ƌu’eŶ ŵilieu Tƌis-HCl pouƌ leƋuel ∆j est de Ϭ,ϯϰ ŵA/Đŵ² au ďout de ϯϬ ŵiŶutes ; et 
ce, malgré une concentration et une activité enzymatique équivalente. Cette différence peut 
s’eǆpliƋueƌ paƌ uŶe ĐoŵpĠtitioŶ eŶ ŵilieu phosphate eŶtƌe l’hǇdƌogénase et les espèces phosphates 
pouƌ ĐatalǇseƌ la ƌĠduĐtioŶ de l’eau. La ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ phosphate ĠtaŶt ƌelatiǀeŵeŶt faiďle ;Ϭ,Ϭϭ 
M), la catalyse de la réaction de réduction par les espèces phosphates se voit peu mais ces espèces 
doivent tout de même êtƌe adsoƌďĠes à la suƌfaĐe de l’ĠleĐtƌode. La pƌĠseŶĐe de Đes ŵolĠĐules suƌ la 
suƌfaĐe liŵite aloƌs l’adsoƌptioŶ ultĠƌieuƌe des hǇdƌogĠŶases. Il Ǉ a doŶĐ pƌoďaďleŵeŶt ŵoiŶs 
d’hǇdƌogĠŶase adsoƌďĠe à la suƌfaĐe de l’ĠleĐtƌode eŶ ŵilieu phosphate Ƌu’eŶ ŵilieu Tris-HCl. A 
Đause de Đette ĐoŵpĠtitioŶ phosphate / hǇdƌogĠŶase pouƌ s’adsoƌďeƌ à la suƌfaĐe d’ĠleĐtƌode, la 
ƋuaŶtitĠ d’hǇdƌogğŶe pƌoduit à l’ĠleĐtƌode paƌ l’hǇdƌogĠŶase est diǆ fois ŵoiŶs iŵpoƌtaŶte eŶ ŵilieu 
phosphate Ƌu’eŶ ŵilieu Tƌis-HCl (Tableau 4).  
 
 Hase active Hase dégradée Solution contrôle 
 Qtot 
(C) 
QH2 enz 
(C) 
nH2 enz 
(mol) 
tj1/2 
(h) 
Qtot 
(C) 
QH2 enz 
(C) 
t1/2 
(h) 
Qcontrôle 
(C) 
t1/2 
(h) 
Tris-HCl 7,78 6,06 3,14.10-5 1,5 1,35 -0,36 1,0 1,72 1,7 
Phosphate 2,45 0,66 3,43.10-6 2,6 1,62 -0,16 2,7 1,79 3,3 
Tableau 4 : Chaƌges ĠleĐtƌiƋues ;QͿ iŶtĠgƌĠes pouƌ ϰ heuƌes d’iŵŵeƌsioŶ ;aǀeĐ QH2 enz =Qtot – Qcontrôle), quantité 
ĐoƌƌespoŶdaŶte d’H2 pƌoduit paƌ l’eŶzǇŵe et teŵps de deŵi-vie (t1/2).  
Dans les deux cas, milieu Tris-HCl et milieu phosphate, la valeur absolue de la densité de courant  
diŵiŶue pƌogƌessiǀeŵeŶt apƌğs ϮϬ à ϯϬ ŵiŶutes d’iŵŵeƌsioŶ, les teŵps de deŵi-vie étant toujours 
plus élevés en milieu phosphate qu’en milieu Tris-HCl. Dans ce dernier milieu, le courant cathodique 
eŶ pƌĠseŶĐe d’hǇdƌogĠŶase aĐtiǀe est sigŶe d’uŶ ĠĐhaŶge ĠleĐtƌoŶiƋue plus important. Le pH local 
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varie donc plus intensément. En conséquence, la désorption (voire la dégradation) des enzymes doit 
être plus importante. 
 
GloďaleŵeŶt, gƌâĐe à la teĐhŶiƋue d’ĠleĐtƌolǇse, la ĐatalǇse de la ƌĠaĐtioŶ ĐathodiƋue paƌ 
l’hǇdƌogĠŶase aĐtiǀe est de Ŷouǀeau dĠŵoŶtƌĠe. Les ŵĠĐaŶisŵes d’aĐtioŶ de l’hǇdƌogĠŶase aĐtiǀe 
pour accélérer le processus de corrosion par transfert électronique direct en milieu phosphate et 
Tris-HCl peuvent alors être proposés et sont schématisés en Figure 9. En milieu Tris-HCl, 
l’hǇdƌogĠŶase aĐtiǀe aĐĐĠlğƌe la ƌĠaĐtioŶ ĐathodiƋue. La ƌĠaĐtioŶ aŶodiƋue Ŷ’étant pas limitante 
cinétiquement, la catalyse de la réaction cathodique entraîne une accélération du processus de 
ĐoƌƌosioŶ. EŶ ŵilieu phosphate, l’hǇdƌogĠŶase agit de la ŵġŵe ŵaŶiğƌe à l’ĠleĐtƌode pouƌ aĐĐĠlĠƌeƌ 
le processus de corrosion. Cependant, les espèces phosphates peuvent également agir comme 
promoteurs de la corrosion. Une certaine compétition pour investir la surface entre les espèces 
phosphates et l’hǇdƌogĠŶase peut ĐeƌtaiŶeŵeŶt eŶtƌeƌ eŶ jeu.    
    
Figure 9 : MécaŶisŵes de ĐoƌƌosioŶ pƌoposĠs, eŶ pƌĠseŶĐe d’hǇdƌogĠŶase sous sa foƌŵe aĐtiǀe, ;aͿ eŶ ŵilieu Tƌis-HCl, (b) 
eŶ ŵilieu phosphate, uŶe ƌĠaĐtioŶ ǀia les espğĐes phosphates pouǀaŶt aǀoiƌ lieu siŵultaŶĠŵeŶt à l’ĠleĐtƌode. 
 
AfiŶ de ĐoŶfiƌŵeƌ ou d’iŶfiƌŵeƌ les hǇpothèses précédemment proposées en corrosion en milieu 
phosphate, les eǆpĠƌiŵeŶtatioŶs oŶt ĠgaleŵeŶt ĠtĠ ĐoŶduites eŶ pƌĠseŶĐe d’hǇdƌogĠŶase sous sa 
foƌŵe dĠgƌadĠe ;ďouillie peŶdaŶt ϭϱ ŵiŶutesͿ. Les diagƌaŵŵes d’ĠleĐtƌolǇses ĐoƌƌespoŶdaŶt à Đes 
expérimentations sont regroupés dans la Figure 10.  
 
(a) (b) 
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Figure 10 : Diagƌaŵŵes d’électrolyses (j=f(t)) pour l’aĐieƌ douǆ SϮϯϱJR à -0,1 V/Eoc eŶ pƌĠseŶĐe ou ŶoŶ d’Hase Ŷatiǀe, sous 
sa forme dégradée. Injection à t=0
+
 de 160 µL de ◊ : Hase native bouillie, ●  solutioŶ ĐoŶtƌôle. (a) en milieu Tris-HCl 0,1 M 
pH7, (b) en milieu phosphate 0,1 M pH7. 
La Figure 10 (b) ŵoŶtƌe Ƌue l’iŶjeĐtioŶ de l’hǇdƌogĠŶase sous sa foƌŵe dĠgƌadĠe Ŷ’iŶduit pas de piĐ 
d’augŵeŶtatioŶ de la deŶsitĠ de ĐouƌaŶt ;eŶ ǀaleuƌ aďsolueͿ, Đoŵŵe il aǀait ĠtĠ oďseƌǀĠ pouƌ 
l’eŶzǇŵe sous sa foƌŵe Ŷatiǀe. L’iŶjeĐtioŶ d’eŶzǇŵe dĠgƌadĠe iŶduit au ĐoŶtƌaiƌe uŶe lĠgğƌe 
diminution du courant cathodique au cours des ϯϬ pƌeŵiğƌes ŵiŶutes ;∆j = ϱ,ϴϰ.ϭϬ-3 mA/cm²). Cette 
diŵiŶutioŶ est ŵoiŶs aďƌupte Ƌu’eŶ solutioŶ ĐoŶtƌôle ŵais duƌe uŶ peu plus loŶgteŵps ;ϰϱ ŵiŶutes 
daŶs le Đas d’eŶzǇŵe dĠgƌadĠe et ϮϬ ŵiŶutes eŶ solutioŶ ĐoŶtƌôleͿ. Apƌğs uŶe heuƌe d’iŵŵeƌsioŶ, la 
densitĠ de ĐouƌaŶt oďseƌǀĠe eŶ pƌĠseŶĐe d’eŶzǇŵe dĠgƌadĠe suit la ŵġŵe ĠǀolutioŶ Ƌu’eŶ solutioŶ 
ĐoŶtƌôle. AiŶsi, l’hǇdƌogĠŶase sous sa foƌŵe dĠgƌadĠe Ŷe peƌŵet pas la ĐatalǇse de la ƌĠaĐtioŶ de 
ƌĠduĐtioŶ et les ƌĠsidus d’eŶzǇŵes aiŶsi Ƌue les ŵolĠĐules additionnelles se comportent plutôt 
comme des éléments inhibiteurs de la réaction cathodique par masquage de la surface active, du 
moins dans un premier temps. 
Globalement, que ce soit en milieu Tris-HCl ;aƌtiĐle ϯͿ ou eŶ ŵilieu phosphate ;Đe papieƌͿ, l’eŶzǇŵe 
dégradée ne catalyse pas la réaction de réduction. Les quantités de charges électriques (Q), intégrées 
suƌ ϰ heuƌes d’iŵŵeƌsioŶ, ĐoŶfiƌŵe Đette oďseƌǀatioŶ ;Tableau 4). En effet, le calcul de QH2 
enz,correspondant à la ƋuaŶtitĠ d’hǇdƌogğŶe pƌoduit paƌ l’eŶzǇŵe dĠgƌadĠe, ĐoŶduit à des ǀaleuƌs 
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ŶĠgatiǀes pouƌ les deuǆ ŵilieuǆ d’Ġtude. CeĐi ĐoŶfiƌŵe Ƌue l’hǇdƌogĠŶase sous sa foƌŵe ďouillie 
Ŷ’iŶduit pas de ĐatalǇse diƌeĐte de la ƌĠaĐtioŶ de ƌĠduĐtioŶ.  
Cependant, la quantité de Fe-“ dispoŶiďle eŶ solutioŶ ƌeste faiďle, de l’oƌdƌe de ϭµM ;Tableau 3), il 
peut paraître normal que leur impact ne se voit pas en électrolyse. Pourtant, en corrosion en milieu 
phosphate, avec une quantité finale en FeS mille fois iŶfĠƌieuƌe ;de l’oƌdƌe de ϯ,ϴ.ϭϬ-3 µM), une 
exacerbation importante du processus de corrosion était observée, et qui est considérable au vu de 
cette faible quantité (Mehanna et al. 2016). En considérant les résultats obtenus en électrolyse et en 
corrosion, il semblerait que les centres Fe-S ne peuvent pas catalyser de façon directe la 
dépolarisation cathodique ou alors seulement de façon très minime. Toutefois, les centres Fe-S 
peuǀeŶt, à l’iŵage de la feƌƌĠdoǆiŶe, ĐatalǇseƌ la ĐoŶsoŵŵatioŶ de l’hǇdƌogğŶe eŶ taŶt Ƌue 
ŵĠdiateuƌ ƌedoǆ. AiŶsi eŶ ŵilieu phosphate, la ƌĠduĐtioŶ de l’eau ǀia les H2PO4- selon les Eq. 1. et Eq. 
2. iŶduit la pƌoduĐtioŶ d’hǇdƌogğŶe Ƌui peut eŶsuite ġtƌe oxydé par les centres Fe-S libres pour 
ƌedoŶŶeƌ des pƌotoŶs ou de l’eau. EŶ effet, la ƌĠaĐtioŶ de ƌĠduĐtioŶ ǀia les espğĐes phosphates suƌ 
aĐieƌ a ĠtĠ dĠŵoŶtƌĠe Đoŵŵe Ŷ’ĠtaŶt pas ĐiŶĠtiƋueŵeŶt liŵitaŶte, la ĐoŶsoŵŵatioŶ de l’hǇdƌogğŶe 
produit par les centres Fe-S conduirait alors à une accélération de la réaction cathodique et a fortiori 
du processus de corrosion (Figure 11 (d)). La catalyse du processus de corrosion se ferait donc de 
façon indirecte où les centres Fe-S joueraient un rôle d’accepteurs d’ĠleĐtƌoŶs. EŶ ĠleĐtƌolǇse, Đette 
ĐatalǇse iŶdiƌeĐte Ŷ’est pas peƌĐeptiďle puisƋue Đ’est le poteŶtiostat Ƌui fouƌŶit l’ĠŶeƌgie ŶĠĐessaiƌe à 
la réduction. 
En milieu Tris-HCl, des expérimentations préliminaires de corrosion (Chapitre 4, II) ont  montré que 
les centres Fe-“ Ŷ’eŶtƌaîŶaieŶt pas d’augŵeŶtatioŶ de la ǀitesse de ĐoƌƌosioŶ, et au ĐoŶtƌaiƌe 
pouǀaieŶt la diŵiŶueƌ. Les ƌĠsidus d’eŶzǇŵes jouaieŶt alors un rôle masquant la surface active. Les 
centres Fe-“ s’ils joueŶt uŶ ƌôle de ĐatalǇseuƌ paƌ tƌaŶsfeƌt diƌeĐt d’ĠleĐtƌoŶs, le foŶt de façoŶ tƌğs 
minime, ce qui aux concentrations utilisées ne se perçoit pas. Les centres Fe-S ne peuvent pas non 
plus joueƌ uŶ ƌôle de ŵĠdiateuƌ ƌedoǆ daŶs Đe ŵilieu. La pƌoduĐtioŶ d’hǇdƌogğŶe eŶ ŵilieu Tƌis-HCl 
suƌ aĐieƌ est uŶe ƌĠaĐtioŶ ĐiŶĠtiƋueŵeŶt liŵitaŶte et la ĐoŶsoŵŵatioŶ de l’hǇdƌogğŶe paƌ les ĐeŶtƌes 
Fe-S ne peut en aucun cas accélérer le processus de corrosion (Figure 11 (c)).  
 
  
Figure 11 : MĠĐaŶisŵes de ĐoƌƌosioŶ pƌoposĠs, eŶ pƌĠseŶĐe d’hǇdƌogĠŶase sous sa foƌŵe dĠgƌadĠe ;aͿ eŶ ŵilieu Tƌis-HCl, 
(b) en milieu phosphate. Les centres Fe-S ne peuvent pas agir en tant que catalyseurs directs de la réaction de réduction, 
ŵais eŶ taŶt Ƌue doŶŶeuƌs d’ĠleĐtƌoŶs. 
(a) (b) 
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Conclusion 
Il a ĠtĠ dĠŵoŶtƌĠ daŶs Đe Đhapitƌe Ƌue l’hǇdƌogĠŶase Ŷatiǀe sous sa foƌŵe aĐtiǀe a uŶ foƌt effet 
Đoƌƌosif suƌ l’aĐieƌ douǆ ĠtaŶt donné la faible concentration et activité enzymatique en solution. En 
pƌĠseŶĐe d’hǇdƌogĠŶase sous sa foƌŵe aĐtiǀe, le poteŶtiel d’aďaŶdoŶ est augŵeŶtĠ aiŶsi Ƌue la 
ǀitesse de ĐoƌƌosioŶ et uŶe attaƋue auǆ gƌaiŶs de joiŶts est oďseƌǀĠe. L’hǇdƌogĠŶase paƌ tƌaŶsfert 
électronique direct catalyse la réaction de réduction, les électrolyses à potentiel cathodique ayant 
appuǇĠ Đe ƌĠsultat. Le ĐeŶtƌe ĐatalǇtiƋue est le ŵoteuƌ ƌespoŶsaďle de la pƌise d’ĠleĐtƌoŶs à la 
suƌfaĐe de l’aĐieƌ douǆ, l’utilisatioŶ d’hǇdƌogĠŶase ∆Da aǇaŶt ĐoŶfiƌŵĠ Đe ƌĠsultat. L’aĐtiǀitĠ seŵďle 
jouer un rôle primordial dans le maintien du processus de corrosion. 
L’aŶalǇse du ĐoŵpoƌteŵeŶt de l’hǇdƌogĠŶase sous diffĠƌeŶtes foƌŵes, aĐtiǀe ou dĠgƌadĠe, oŶt 
montré que les centres Fe-S ne catalysent pas à eux-seuls – ou alors de façon très minime, non 
perceptible aux concentrations utilisées – la réaction cathodique. Les centres Fe-S ont simplement un 
ƌôle d’iŶteƌŵĠdiaiƌe peƌŵettaŶt le tƌaŶsfeƌt des ĠleĐtƌoŶs jusƋu’au ĐeŶtƌe ĐatalǇtiƋue de l’eŶzǇŵe. 
Les centres Fe-S peuvent toutefois jouer un rôle de catalyseur en tant que médiateur redox en milieu 
phosphate. 
L’Ġtude de l’hǇdƌogĠŶase ŵodifiĠe CϰϴA a ŵoŶtƌĠ Ƌue d’autƌes paƌaŵğtƌes Ƌue l’aĐtiǀitĠ 
eŶzǇŵatiƋue iŶflueŶĐeŶt l’eǆtƌaĐtioŶ diƌeĐte des ĠleĐtƌoŶs paƌ l’hǇdƌogĠŶase à la suƌfaĐe de l’aĐieƌ 
douǆ. EŶ effet, loƌsƋue l’ĠleĐtƌode est polaƌisĠe ŶĠgatiǀeŵeŶt, les Đhaƌges de suƌfaĐe de l’eŶzǇŵe 
joueŶt uŶ ƌôle pƌiŵoƌdial suƌ l’adsoƌptioŶ de l’hǇdƌogĠŶase pouƌ uŶe oƌieŶtatioŶ pƌĠfĠƌeŶtielle. A 
pH7, les charges éleĐtƌostatiƋues de la suƌfaĐe de l’eŶzǇŵe, autouƌ du ĐeŶtƌe F“ϰC soŶt plutôt 
positiǀes, aloƌs Ƌu’autouƌ du ĐeŶtƌe F“Ϯ les Đhaƌges soŶt gloďaleŵeŶt ŶĠgatiǀes. L’eŶzǇŵe ǀa doŶĐ 
pouǀoiƌ s’oƌieŶteƌ pƌĠfĠƌeŶtielleŵeŶt de façoŶ à Đe Ƌue le ĐeŶtƌe F“ϰC puisse eǆtraire les électrons 
de la suƌfaĐe de l’ĠleĐtƌode.  
L’eŶzǇŵe aǇaŶt deuǆ ĐeŶtƌes Fe-“ ĐhaƌgĠs diffĠƌeŵŵeŶt, loƌsƋue l’ĠleĐtƌode est gloďaleŵeŶt Ŷeutƌe 
(composée de zones anodiques et cathodiques), chacun de ces deux centres peut alors permettre 
une adsorptioŶ de l’hǇdƌogĠŶase. L’hǇdƌogĠŶase a doŶĐ uŶe pƌoďaďilitĠ plus iŵpoƌtaŶte de pouǀoiƌ 
eǆtƌaiƌe les ĠleĐtƌoŶs. EŶ ĐoƌƌosioŶ l’utilisatioŶ des hǇdƌogĠŶases ŵodifiĠes pouƌƌait peƌŵettƌe de 
confirmer ces hypothèses. 
L’hǇdƌophoďiĐitĠ supposĠe de l’hǇdƌogĠŶase ∆Da aŵĠlioƌeƌait ĠgaleŵeŶt soŶ adsoƌptioŶ et doŶĐ soŶ 
efficacité pour extraire les électrons. 
D’autƌe paƌt, d’autƌes paƌaŵğtƌes liŵiteŶt au ĐoŶtƌaiƌe l’eǆtƌaĐtioŶ des ĠleĐtƌoŶs de la suƌfaĐe de 
l’ĠleĐtƌode polaƌisĠe ĐathodiƋueŵeŶt. L’eau Ġtant majoritaiƌe daŶs le ŵilieu d’Ġtude à pH 7 (par 
ƌappoƌt auǆ pƌotoŶsͿ, la ĐatalǇse de la ƌĠaĐtioŶ ĐathodiƋue eŶtƌaîŶe uŶe pƌoduĐtioŶ d’ioŶs OH-. 
LoƌsƋue la ƌĠaĐtioŶ est ĐatalǇsĠe paƌ l’hǇdƌogĠŶase, la pƌoduĐtioŶ d’ioŶs OH- devient trop importante 
pour gardeƌ uŶ pH Ŷeutƌe à l’ĠleĐtƌode, la diffusioŶ des espğĐes pƌoduites Ŷe se faisaŶt pas assez 
rapidement. Ainsi, pour que la réaction cathodique puisse se faire, il faut un potentiel plus 
cathodique. Paƌ ailleuƌs l’hǇdƌogĠŶase, du fait de Đette ŵodifiĐatioŶ du pH se désorbe surement plus 
faĐileŵeŶt de l’ĠleĐtƌode du fait de la ŵodifiĐatioŶ de la distƌiďutioŶ des Đhaƌges eŶ suƌfaĐe de 
l’eŶzǇŵe. L’hǇdƌogĠŶase se dĠsaĐtiǀe aussi pƌogƌessiǀeŵeŶt au Đouƌs du teŵps ;suďstƌat ďloƋuĠ au 
seiŶ de l’eŶzǇŵe, ŵolĠĐules additioŶŶelles et / ou pH ďasiƋue à effet toǆiƋue…Ϳ. 
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L’aĐtioŶ siŵultaŶĠe de tous Đes paƌaŵğtƌes eǆpliƋueŶt la diffiĐultĠ d’appƌĠheŶdeƌ l’effet de 
l’hǇdƌogĠŶase suƌ le pƌoĐessus de ĐoƌƌosioŶ. C’est pouƌƋuoi l’hǇdƌogĠŶase est souǀeŶt sujet à 
controverses. Il est ŵaiŶteŶaŶt Đlaiƌ Ƌue l’hǇdƌogĠŶase est uŶ pƌoŵoteuƌ de la ĐoƌƌosioŶ et Ƌue le 
ĐeŶtƌe ĐatalǇtiƋue est le ŵoteuƌ ƌespoŶsaďle de Đette ĐatalǇse. Mais l’aĐtioŶ des autƌes paƌaŵğtƌes 
peut eŶtƌaîŶeƌ sa dĠsoƌptioŶ ǀoiƌe ŵġŵe sa dĠsaĐtiǀatioŶ et l’eŶzǇŵe se Đoŵporte alors comme un 
inhibiteur de la corrosion par masquage de la surface active. 
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L’oďjectif de ce travail de thğse était d’identifier le rôle et les ŵécanisŵes ŵis en jeu par 
l’hǇdrogénase dans le processus de corrosion et en particulier, de déterŵiner le rôle des centres Fe-S 
Ƌui la coŵposent. Avant de pouvoir réelleŵent étudier l’iŵpact de l’hǇdrogénase sur la corrosion de 
l’acier, il a été nécessaire de ŵettre au point le protocole d’étude et d’aŵéliorer les conditions 
expérimentales : notaŵŵent sur le choiǆ du ŵatériau d’électrode, la coŵposition des solutions 
enzǇŵatiƋues, l’optiŵisation du protocole de purification et l’aŵélioration du dispositif eǆpériŵental 
pour concentrer l’enzǇŵe au voisinage de l’électrode.  
Le ďut étant pour l’instant de coŵprendre les ŵécanisŵes ŵis en jeu par l’hǇdrogénase à la surface 
d’un ŵatériau conducteur, il est nécessaire dans un preŵier teŵps d’avoir un ŵatériau facilitant les 
interprétations et perŵettant d’avoir un effet significatif sur les signauǆ électrochiŵiƋues lors de 
l’ajout d’hǇdrogénase. Par coŵparaison des résultats oďtenus sur acier inoǆydable 316L et acier doux 
S2ϯ5JR, le choiǆ s’est finaleŵent porté sur l’acier S2ϯ5JR, acier perŵettant une ďonne 
reproductibilité des mesures et une bien moins grande résistance à la corrosion ; la couche passive 
sur acier inoxydable étant très protectrice, peu d’effets de l’injection d’hǇdrogénase n’avaient pu 
être mis en évidence lors des expérimentations préliminaires.  
Un travail iŵportant d’optiŵisation du protocole de purification a égaleŵent été effectué. Les 
hydrogénases, en fin de purification se retrouvent dans un milieu composé de Tris-HCl 0,1 M pH8 et 
des molécules additionnelles à faible concentration : le dithiothreitol (DTT) à 2 mM, le dithionite de 
sodium à 2mM et la desthiobiotine à 2,5 mM. Le dithiothreitol et le dithionite sont des agents 
réducteurs assurant la pérennité de l’enzǇŵe dans sa conforŵation active. La desthioďiotine est la 
ŵolécule assurant l’élution de l’hǇdrogénase dans la colonne de purification. Ces trois coŵposés 
chiŵiƋues d’addition ont été identifiés coŵŵe des ŵolécules parasitant le signal électrochimique et 
Ƌui sont en coŵpétition avec l’hǇdrogénase. En présence de ces ŵolécules, auǆ concentrations 
utilisées jusƋu’alors, il n’est pas possiďle d’identifier claireŵent l’iŵpact de l’hǇdrogénase sur la 
corrosion. La réponse de l’acier en présence de solution enzǇŵatiƋue ne peut surtout pas ġtre 
attriďuée à la seule influence de l’hǇdrogénase. L’optiŵisation du protocole de purification a donc 
consisté à modifier la composition en molécules additionnelles de façon à ce que la purification soit 
toujours la plus efficace possible avec une activité enzymatique optimale, et que le signal 
électrochimique soit le moins perturbé possible. Pour cela, le DTT a été éliminé du procédé du fait de 
son fort effet antagoniste sur les signaux électrochiŵiƋues ;augŵentation du potentiel d’aďandon et 
diminution de la vitesse de corrosion). La concentration en dithionite a été diminuée à 0,5 mM, mais 
le composé n’a pas coŵplğteŵent été éliŵiné du procédé afin de pouvoir réduire les éventuelles 
traces d’oǆǇgğne en solution. Pour assurer un ŵeilleur rendeŵent de purification, la concentration 
en desthiobiotine a été augmentée (de 2,5 à 10 & 7,5 mM). Les expérimentations ayant été 
optiŵisées en aŵont, le ŵontage électrochiŵiƋue a égaleŵent fait l’oďjet d’aŵéliorations. Du fait de 
la faible concentration obtenue en hydrogénase et pour pouvoir répéter les expérimentations, il a 
été nécessaire de chercher à concentrer l’enzǇŵe au voisinage de l’électrode de travail. Pour cela, un 
dispositif utilisant une membrane tubulaire en cellulose régénérée, fermée, plus communément 
appelée sac de dialyse, a été mis au point. La porosité a été choisie de manière à ce que 
l’hǇdrogénase reste au sein du sac de dialǇse, tandis Ƌue les autres coŵposés tels Ƌue le dithionite et 
la desthiobiotine puissent diffuser vers le reste de la cellule électrochiŵiƋue. L’injection de solution 
enzymatique se fait dans un volume de 6 mL de milieu Tris-HCl 0,1 M pH7 au lieu des 60 mL initiaux. 
L’enzǇŵe est donc diǆ fois plus concentrée ce qui permet à une proportion plus importante 
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d’hǇdrogénase d’atteindre la surface de l’électrode. Ce tǇpe de ŵontage a perŵis de ŵieuǆ identifier 
l’influence de l’hǇdrogénase sur le processus de corrosion. 
Lors des expériences électrochimiques, il a été montré Ƌue l’hǇdrogénase native est capaďle 
d’eǆacerďer le processus de corrosion de façon considéraďle, au vu de la faiďle concentration 
enzymatique en solution. Une corrosion aux joints de grains est observée en présence 
d’hǇdrogénase. Les électrolǇses à potentiel cathodiƋue ont ŵontré Ƌue l’enzǇŵe est capaďle, par 
transfert électroniƋue direct, d’augŵenter de façon considéraďle le courant cathodiƋue. Ainsi, par 
augŵentation de la cinétiƋue de la réaction cathodiƋue, le potentiel d’aďandon est déplacé vers des 
potentiels plus positifs et la résistance au transfert de charge est diminuée. En conséquence, le 
processus gloďal de la corrosion est accéléré. Les tests effectués en présence d’hǇdrogénase 
ŵodifiée ∆Da ;Ƌui est dépourvue des centres FeS accessoires et n’a conservé Ƌue le centre 
catalǇtiƋueͿ ont ŵontré Ƌue le ŵoteur responsaďle de l’eǆtraction d’électrons à la surface de l’acier 
douǆ est le centre catalǇtiƋue de l’enzǇŵe et de ce fait l’activité enzǇŵatiƋue joue un rôle priŵordial 
dans cette extraction. Il n’a par contre pas claireŵent été identifié Ƌu’une augŵentation de l’activité 
enzymatique entraîne une augmentation du processus de corrosion mais plutôt un maintien de ce 
phénoŵğne dans le teŵps. Le rôle et l’iŵpact des centres Fe-S dans la catalyse du processus de 
corrosion a égaleŵent été éclairci par l’utilisation d’hǇdrogénase dégradée. Contraireŵent à ce Ƌui 
avait été imaginé dans de précédents travaux, les centres Fe-S ne catalysent pas à eux-seuls, par 
transfert électronique direct, le processus de corrosion – ou alors de façon très minime, non 
perceptible aux concentrations utilisées –. Ils peuvent par contre catalyser le phénomène de façon 
indirecte en ŵilieu phosphate à l’iŵage des ŵédiateurs redoǆ. En ŵilieu Tris-HCl, les débris 
enzymatiques vont au contraire avoir un effet inhiďiteur par ŵasƋuage de la surface de l’électrode. 
Ainsi, lorsƋue l’enzǇŵe est sous sa forŵe active, les centres Fe-S ont simplement un rôle 
d’interŵédiaire perŵettant le transfert des électrons jusƋu’au centre catalǇtiƋue de l’enzǇŵe. 
De plus, il a été ŵontré Ƌue l’eǆtraction des électrons par l’hǇdrogénase sur une surface conductrice 
est très dépendante des conditions du milieu. A pH7, les charges électrostatiques de la surface de 
l’enzǇŵe, autour du centre FSϰC sont plutôt positives, alors Ƌu’autour du centre FS2 les charges sont 
globalement négatives. Lors de l’électrolǇse à potentiel cathodiƋue, l’enzǇŵe va donc pouvoir 
s’orienter préférentiellement de façon à ce que le centre FS4C puisse extraire les électrons de la 
surface de l’électrode. Ceci eǆpliƋue Ƌue l’hǇdrogénase native et l’hǇdrogénase ŵodifée Cϰ8A – dont 
le centre FS2 est supposé être supprimé – ont un impact équivalent sur le courant lorsƋue l’électrode 
est chargée négativeŵent. De ŵġŵe, le centre catalǇtiƋue de l’enzǇŵe est entouré d’éléŵents 
gloďaleŵent positifs à pHϳ, c’est pourƋuoi l’hǇdrogénase ∆Da doit préférentielleŵent s’orienter de 
façon à ce que le centre catalǇtiƋue soit directeŵent en contact avec la surface de l’acier douǆ 
conduisant à une dépolarisation cathodique importante.  
En corrosion, puisƋue l’électrode est gloďaleŵent neutre et Ƌue l’enzǇŵe native présente deuǆ 
centres Fe-S chargés différemment à sa surface à pH7, l’adsorption de l’hǇdrogénase sur la surface 
peut alors avoir lieu au niveau de ces deux centres sans préférence. L’hǇdrogénase a donc une 
probabilité plus importante de pouvoir extraire les électrons. L’utilisation des hǇdrogénases 
modifiées pourrait permettre de confirmer ces hypothèses. 
Des paraŵğtres liés au ŵilieu dans leƋuel se trouve l’hǇdrogénase influencent égaleŵent l’eǆtraction 
des électrons de la surface de l’électrode par l’hǇdrogénase. Il a en effet été reŵarƋué Ƌue 
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l’hǇdrogénase augmente significativement soit le processus de corrosion, soit le courant en 
électrolyse à potentiel cathodique, dès les dix premières minutes après son injection ; mais que cet 
effet diminue ensuite progressivement au cours du temps. En fait, lors de l’injection de 
l’hǇdrogénase, il Ǉ a une catalǇse iŵportante de la réaction cathodiƋue par l’enzǇŵe à la surface de 
l’électrode. Cette réaction entraîne la production d’hǇdrogğne et d’ion hǇdroǆǇde ;l’eau étant 
majoritaire par rapport aux protons à pH7) ce qui induit une modification du pH local. Cette 
ŵodification du pH peut entraîner des ŵodifications des charges à la surface de l’hǇdrogénase et des 
changements de sa conformation tridimensionnelle et donc faciliter la désorption et / ou la 
désactivation de l’enzǇŵe. 
Bien Ƌue l’hǇdrogénase soit capaďle d’accélérer le phénoŵğne de corrosion, de noŵďreuǆ facteurs 
peuvent aŵéliorer, ŵodifier, ou ŵġŵe eŵpġcher l’enzǇŵe de catalǇser la réaction cathodiƋue à 
l’électrode. A l’issue de ce travail, il serait intéressant de tester l’influence de l’hǇdrogénase sur la 
corrosion en ŵilieu naturel. L’hǇdrogénase est souvent retrouvée dans les ŵilieuǆ ŵarins au sein de 
biofilms, dans les microorganismes, ou, libérée en solution. Au sein de ce biofilm, de nombreux 
paramètres peuvent varier : la concentration en oǆǇgğne, le pH, la coŵposition du ŵilieu… Toutes 
ces variations peuvent alors entraîner des changements de la conformation tridimensionnelle de 
l’enzǇŵe. Elle peut se retrouver sous forŵe inhiďée ;par présence d’oǆǇgène dans le milieu, de 
coŵposés toǆiƋues, de suďstrats ďloƋués dans la structureͿ et dans ce cas, l’hǇdrogénase se 
coŵporte coŵŵe une protéine inerte Ƌui, par effet de ŵasƋuage de la surface de l’acier, inhiďe le 
processus de corrosion. L’hǇdrogénase peut également avoir été dégradée et les débris 
enzǇŵatiƋues peuvent égaleŵent ŵasƋuer la surface de l’acier – les centres Fe-S ne catalysant pas 
de façon directe la réaction cathodique –. Cependant, en milieu naturel, le film protecteur, que 
forment les hydrogénases inhiďées et les déďris enzǇŵatiƋues, n’est certaineŵent pas hoŵogğne sur 
toute la surface du matériau, et une corrosion préférentielle des zones non recouvertes peut avoir 
lieu. D’autre part, si d’autres éléŵents capaďles de catalǇser la réaction cathodique à la surface de 
l’acier sont présents, les centres Fe-S liďérés en solution peuvent consoŵŵer l’hǇdrogğne produit en 
tant que médiateur redox. Pour peu que la réaction cathodique ne soit pas cinétiquement limitante 
;cas de l’acier en ŵilieu phosphate ou acides faiďles en généralͿ, la consoŵŵation de l’hǇdrogğne par 
les centres Fe-S peut engendrer une accélération du phénoŵğne de corrosion. LorsƋue l’enzǇŵe est 
sous sa forŵe active, l’efficacité de l’eǆtraction des électrons de la surface de l’acier dépend 
égaleŵent de l’orientation de l’hǇdrogénase. Les facteurs eǆtérieurs coŵŵe le pH peuvent faciliter 
ou coŵpliƋuer son adsorption à la surface de l’acier.  
L’action siŵultanée de tous ces paraŵğtres eǆpliƋuent la difficulté d’appréhender l’effet de 
l’hǇdrogénase sur le processus de corrosion. C’est pourƋuoi la contribution de l’hǇdrogénase est 
souvent un sujet à controverses. Il est ŵaintenant clair Ƌue l’hǇdrogénase est un proŵoteur de la 
corrosion sous forme active et que le centre catalytique est le moteur responsable de cette catalyse. 
Mais l’action des autres paraŵğtres peut entraîner sa désorption voire ŵġŵe sa désactivation et 
l’enzǇŵe se coŵporte alors coŵŵe un inhiďiteur de la corrosion par ŵasƋuage de la surface active. 
L’hǇdrogénase, selon les conditions du milieu et selon sa conformation, peut alors agir soit comme 
promoteur soit comme inhibiteur de la corrosion microbienne. 
Afin de confirmer les mécanismes mis en lumière par les manipulations réalisées en électrolyse, il 
aurait été intéressant de pouvoir reďoucler les eǆpériŵentations en présence d’enzǇŵes ŵodifiées 
en corrosion. Un autre point d’aŵélioration serait d’effectuer une étude plus approfondie au niveau 
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des joints de grains, en utilisant par exemple la technique du SVET, ou encore de l’AFM. Il faudrait 
pour cela imaginer un montage permettant les analyses en anaérobiose. Chercher à orienter 
l’hǇdrogénase sur la surface de l’acier à l’aide de polǇŵğres par eǆeŵple est une piste que nous 
avions également envisagée pour déterminer les positions favorables à un meilleur transfert de 
charges. D’autre part, les toutes premières études se sont faites sur acier inoxydable, un acier 
résistant à la corrosion, dans des conditions non optimisées pour déterŵiner l’iŵpact de l’enzǇŵe 
sur cet acier : très faible activité enzymatique, protocole électrochimique améliorable, très faible 
quantité en enzyme disponible pour vérifier la reproductiďilité des résultats… Avec les connaissances 
accumulées au cours de ce travail, il serait maintenant intéressant de réitérer les expérimentations 
sur acier inoǆǇdaďle pour déterŵiner l’effet de l’hǇdrogénase sur un acier plus résistant à la 
corrosion. Pour finir, au vu des faiďles Ƌuantités d’hǇdrogénases utilisées dans les réacteurs et son 
effet très exacerbant sur le processus de corrosion de l’acier douǆ, l’hǇdrogénase de C.a. a un fort 
potentiel en énergie. Il seŵďle alors judicieuǆ d’envisager de transférer ce potentiel en énergie dans 
un autre procédé tel que les biopiles. 
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Abstract 
 
Mild steel coupons were exposed to hydrogenase in a 10 mM phosphate solution. 
Control coupons were covered by a layer of vivianite. The injection of hydrogenase 
caused a fast increase in the open circuit potential; this increase depended on the 
amount of hydrogenase injected and increased from 8 mV for 30 µL hydrogenase to 63 
mV for 80 µL. The presence of enzyme resulted in a thicker deposit: high amounts 
induced the accumulation of corrosion products. Hydrogenase that was deactivated by 
air revealed a protective effect: non degradation was observed. In contrast, 
hydrogenase that was denatured by heat provoked an important deposit of corrosion 
products with a heterogeneous, cracked structure. The study showed that the action of 
hydrogenase is not linked to its regular enzymatic activity but to a balance between the 
protective effect of its protein shell and the electrochemical action of its iron-sulphur 
clusters. Depending on the operating conditions, hydrogenase can either enhance or 
mitigate the formation of a corrosion layer on mild steel. 
 
 
Key words: Hydrogenase; Mild steel; Phosphate medium; Microbial corrosion; 
Microbially Influenced Corrosion.  
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Introduction 
 
Sulphate-reducing bacteria and thiosulphate-reducing bacteria (SRB/TRB) are the most 
clearly identified causes of anaerobic microbially influenced corrosion (MIC) of steels in 
natural environments [1–7]. Several mechanisms have been proposed to explain 
anaerobic MIC by SRB and TRB [8-15]. As far as SRB are concerned, the most often 
evoked mechanism is based on the production of sulphide ions by the metabolic 
reduction of sulphates. Sulphide ions react with iron ions, forming iron sulphide which 
deposits on the material surface and catalyses the reduction of proton: 
 
H+ + e−   1/2H2 or  H2O + e−   1/2H2 + OH-   (1) 
 
Several studies have discussed the efficiency of iron sulphides in catalysing proton 
reduction depending on the crystal state and the structure of the deposit [16-17]. 
Contrarily to what has been said sometimes in the past, the consumption of the final 
hydrogen, by SRB or other means, cannot have a direct effect on the corrosion rate [18]. 
In equation (1) the forward reaction of electron uptake by the proton is the rate-limiting 
step on steel surfaces in anaerobic environments. Consuming the final hydrogen 
product cannot consequently have any direct effect on the rate of electron extraction 
from the material. Consequently, consuming the final hydrogen cannot enhance the 
corrosion process. Consumption of hydrogen by SRB can only have an indirect effect by 
promoting the development of SRB on the material surface and enhancing the 
production of sulphide ions, for instance.  
 
Some studies have demonstrated that there is a direct correlation between the 
presence of hydrogenase in SRB and corrosion [19-20], while it has also been claimed 
that a hydrogenase-negative strain of SRB is more corrosive than hydrogenase-positive 
strains [21]. Hydrogenases are a group of enzymes that catalyse the reversible oxidation 
of hydrogen (equation 1) [22-23]. Hydrogenases are divided into three groups according 
to the composition of their active site [22, 24]: [NiFe]-, [FeFe]-, and the Fe-S cluster-free 
hydrogenases (initially called metal-free and now renamed [Fe]-hydrogenase [25-26]). 
The [NiFe]- and [FeFe]-enzymes form the vast majority. [FeFe]-hydrogenases are known 
to have 100 times more H2 production specific activity than [NiFe]-hydrogenases [27]. In 
the metabolic pathway, they transfer the electrons to specific redox partners (Med) like 
cytochromes, nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+) or ferredoxin (FdOx). They also 
can use artificial mediators as electron acceptors. For instance, the [Fe]-hydrogenase 
from Clostridium acetobutylicum that was used in this work can exchange electrons with 
ferredoxin (natural partner) or methyl viologen (artificial mediator), both following the 
global reaction:  
 
 H2 + MedOx    2H+ + MedRed       (2) 
 
Hydrogenases have been claimed to be involved in corrosion mechanisms either by 
being present inside bacterial cells or by being free after cell lysis [20, 28]. Several 
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studies have tried to elucidate the possible effect of free hydrogenases on the corrosion 
of steels and have proposed two kinds of mechanisms.  
 
Mechanism 1: Catalysis of hydrogen consumption with involvement of phosphate species 
(schematic 1). 
A synergetic effect of hydrogenase and phosphate species on corrosion was first pointed 
out by Bryant and Laishley [29-30], who observed that hydrogenase increased the 
corrosion rate of carbon steel when used in a phosphate solution. These authors 
proposed a direct reaction between steel and phosphate ions: 
ϯFe◦ + ϰH2PO4−→ Fe3(PO4)2 +3H2 +2HPO42−    (3) 
This mechanism was then reworked, demonstrating that phosphate species undergo a 
so-called cathodic deprotonation on steel surfaces [31]: 
 H2PO4
- + e-    HPO42- + ½ H2      (4) 
This reaction, coupled with acid equilibrium: 
 HPO4
2- + H+    H2PO4-       (5) 
presents the phosphate species as an efficient homogeneous catalyst for the reduction 
of proton/water [8]. The cathodic deprotonation of phosphate species (reaction 4) is 
relatively fast on steel surfaces and not strictly limited by the forward electron uptake 
(as is equation 1). On steel surfaces, reaction (4) is a balanced reaction that can be 
shifted by the consumption of hydrogen. In this case, with significant concentrations of 
phosphate in the solution, the consumption of hydrogen can increase the rate of 
electron extraction from the material, and consequently increase corrosion. This process 
has been shown on mild steel using hydrogenase from Ralstonia eutropha, which 
catalysed the oxidation of hydrogen with NAD+ as a final electron acceptor [32]. 
However hydrogenase can enhance corrosion following this mechanism only in the 
presence of two different compounds: 
- a compound able to ensure a balanced cathodic deprotonation (like phosphate 
species, reaction 4)  
- a final electron acceptor, with which the enzyme is able to work (depends on the 
hydrogenase species). 
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Schematic 1: mechanisms for hydrogenase action on steel corrosion in anaerobic phosphate medium; 
a) Mechanism 1: Catalysis of hydrogen consumption with involvement of phosphate species. 
b) Mechanism 2: catalysis of proton reduction by adsorbed hydrogenase. 
Hase is for hydrogenase in its reduced (red) or oxidized (Ox) form. Med is for mediator in its reduced (red) or oxidized 
(Ox) form. 
 
Mechanism 2: catalysis of proton reduction by adsorbed hydrogenase (schematic 1). The 
second mechanism is based on the direct catalysis of proton reduction by adsorbed 
hydrogenase. The catalysis by adsorbed hydrogenase of direct electron extraction from 
different metals has already been demonstrated in the literature. Hydrogenases from 
Thiocapsa roseopersicina and Lamrobacter modestohalophilus have been shown to 
catalyze the oxidation of metals directly, without the need for a mediator [33]. 
Hydrogenases from Thiocapsa roseopersicina and Alcaligenes eutrophus can use 
cadmium particles directly as electron donors to produce hydrogen or to reduce NAD+. It 
has been assumed that this mechanism can accelerate metal dissolution and thus be a 
key to MIC processes [34]. Moreover, hydrogenases from Methanococcus maripaludis 
can use iron granules to produce hydrogen by a direct electron transfer [35]. As well, on 
pyrolytic graphite, hydrogenases from Escherichia coli are able to catalyse some 
electrochemical reactions which are only possible with a large overpotential in absence 
of catalyser [36]. Hydrogenase from Ralstonia eutropha (new name for Alcaligenes 
eutrophus) adsorbed on stainless steel has also been claimed to create a direct cathodic 
reaction on stainless steel [37]. Nevertheless, in this case, because of the presence of 
both a final electron acceptor and phosphate buffer, significant involvement of 
mechanism 1 may be suspected.  
 
Catalysis of electron extraction by adsorbed hydrogenase has been evoked several times 
in the literature as a likely key step in anaerobic MIC. Nevertheless, to our knowledge, 
our previous work carried out with hydrogenase from Clostridium acetobutylicum was 
the first experimental demonstration that hydrogenase increased the corrosion of steel 
[38]. In this study, experiments have been performed in the absence of any final 
electron acceptor other than protons and water. In this condition, hydrogenase cannot 
oxidise the hydrogen that results from the corrosion process. Consequently Mechanism 
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1 cannot occur and hydrogenase can act only via the direct catalysis of proton or water 
reduction.  
 
The purpose of the current study was to progress in deciphering the fine mechanisms of 
hydrogenase action in the corrosion of mild steel. The high concentration of phosphate 
that was used in the previous study (100 mM) interfered with the results because of the 
large amount of vivianite that formed rapidly on the steel surface. Here, the 
experiments were performed with less concentrated phosphate solutions (10 mM). No 
other electron acceptor than proton and water was present in solution, neither natural 
redox partner (oxidised ferredoxin) nor artificial mediator, in order to avoid the 
occurrence of Mechanism 1.  
 
 
Materials and methods 
 
2.1. Chemicals and biochemicals 
 
Solutions were prepared in deionised water (ELGA PURELAB, 10-ϭ5 MΩ.cŵͿ ǁith 
analytical grade chemicals: sodium dihydrogenophosphate (Prolabo), tris(hydroxyl-
methyl) aminomethane (named Tris-HCl from Acros Organic), hydrochloric acid (Acros 
Organics), and sodium hydroxide. Clostridium acetobutylicum cells were cultured and 
hydrogenase extracted following the procedures reported elsewhere [39]. Hydrogenase 
solution was divided into aliquots that were stored at -80°C. Each aliquot was used only 
once in order to limit loss of activity. For a given set of experiments, all the aliquots 
came from the same purification process. Hydrogenase activity was measured at 37°C 
for H2 consumption in a phosphate buffer 0.1 M pH 7.2. The purified hydrogenase used 
in the study, had a specific activity of 194 339 µmol min-1 mg-1 that led to an activity of 
4250 µmol min-1mL-1 (or 4250 Units.mL-1) in the aliquots. Injecting 30 µL, 50 µL or 80 µL 
hydrogenase into the 50 mL cells was equivalent to final activities of around 2.5 U.mL-1, 
4.25 U.mL-1and 6.8 U.mL-1 respectively. 
 
2.2. Electrochemical measurements 
 
The electrochemical experiments were performed with a three-electrode system in 
closed cells (Metrohm) containing 50 mL solution. The working electrodes were 2-cm-
diameter cylinders of 1145 mild steel purchased from Thyssen Krupp Materials, France 
(elemental composition by weight percentage: 0.46 C, 0.31 Si, 0.65 Mn, 0.01 P, 0.032 S, 
0.1 Cr, 0.1 Ni, 0.02 Mo, 0.05 Al, 0.11 Cu) embedded in resin (Resipoly Chrysor). The 
electrical connection was made through titanium wire screwed into the steel sample 
and protected with resin. Coupons were ground successively with SiC papers of P120, 
P180, P400, P800, P1200, P2400, P4000 grit (Lam Plan) and rinsed thoroughly with 
distilled water. A platinum-iridium (10% iridium) grid was used as the auxiliary electrode 
and a saturated calomel electrode (SCE, Radiometer analytical) as the reference.  
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The electrochemical cell was hermetically closed. The steel coupon was first maintained 
above the solution surface while nitrogen was continuously bubbled into the solution 
for 40 minutes. It was then immerged into the solution and the nitrogen flow was 
maintained during the whole experiment. 15 minutes after the coupon was immersed in 
the solution, hydrogenase was injected with a syringe in strict anaerobic conditions, 
oxygen having been removed from the syringe with nitrogen. All experiments were 
carried out at room temperature.  
 
The electrochemical measurements were performed by using a VMP2 multipotentiostat 
(Bio-Logic, SA) monitored by the software EC-lab 9.2. The open-circuit potential (Eoc), 
also called free corrosion potential, was monitored over time when the steel coupon 
was immersed in the solution for 24 hours. Polarisation resistance (Rp) was recorded 
every four hours using voltammetry technique around the Eoc scanning the potential 
from Eoc -10 mV to Eoc +10 mV, at 0.2 mV s
-1. 
 
Considering the Tafel law for the anodic (mainly oxidation of iron) and cathodic (mainly 
reduction of proton/water) reactions, the anodic (ia) and cathodic (ic) currents are given 
by equations 6 and 7: 
ia = icorr 






  )(exp corra EERT
F
                       (6) 
ic = icorr 






  )(exp corrc EERT
F
        (7) 
ǁhere αa and αc are the anodic and cathodic transfer coefficients, respectively, icorr is 
the corrosion current density and Ecorr the corrosion potential [40].  
 
In the vicinity of Ecorr, the global current (ia+ic) can be linearized using the Stern-Geary 
model [41] that results in: 
ia + ic = icorr    

  )(1)(1 corrccorra EE
RT
F
EE
RT
F      (8) 
ia + ic = icorr (E - EcorrͿ ;ϭ / βa + ϭ / βc)       (9) 
 
Equation (9) is the equation of a straight line. Consequently, the slope of the 
polarization curve in the vicinity of the corr
corrosion rate (which is proportional to the corrosion current density) and corresponds 
to the inverse of the polarization resistance (Rp) as: 
Δi / ΔE = icorr / B = Rp-1         (10) 
with  
B = ;βa βcͿ / ;βa + βc)         (11) 
 
Software based on this Stern-Geary model was used to determine the polarisation 
resistances Rp from the experimental current-potential measurements. 
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2.3. Surface imaging and analysis 
 
Metal deterioration was assessed by Scanning Electron Microscopy (SEM) using a LEO 
435 VP-Carl Zeiss SMT (10000 Kx magnification, 10kV acceleration voltage). Surface 
chemical analysis was performed by Energy Dispersive X-ray analysis (EDX). For each 
sample, the average values and standard deviations resulted from many measurements 
performed at different spots on the sample surface.  
 
 
3. Results and discussion  
 
3.1. Influence of active hydrogenase on open circuit potential and deposit composition 
 
Mild steel 1145 coupons were immersed in phosphate solution 10 mM, pH 7.2 for 24 
hours. The electrochemical cell was hermetically closed and great care was taken to 
bring the steel coupon into contact with the solution only after it had been strictly 
deoxygenated (see the experimental section). The potential was stabilised for 15 
minutes and hydrogenase was then injected in strictly anaerobic conditions, because 
the hydrogenase from Clostridium acetobutylicum is highly sensitive to oxygen. The 
variation of the open-circuit potential Eoc was recorded as a function of time for 24 
hours (Figure 1).  
 
Seven control experiments were performed without any injection, or with injection of 
only deoxygenated phosphate solution at t = 15 min, to check that the injection process 
did not introduce traces of oxygen into the cell. No significant potential evolution was 
observed. After 24 hour immersion, the electrode was covered by a uniform, greyish 
film (Figure 2-A) that tended to become bluish on exposure to air, a behaviour that is 
characteristic of vivianite (Fe3(PO4)2, 8H2O) [42]. SEM micrography of these coupons 
(immersed in the absence of hydrogenase) showed a grey surface with the presence of 
crystals (Figure 3). EDX analyses averaged over different spots of the surface did not 
reveal the presence of carbon although it was clearly detected on clean coupons before 
they were immersed in the phosphate solution, confirming that the deposit coated 
uniformly the surface of the coupon. In terms of atomic mass percentages, the deposit 
was mainly composed of iron (51-64 %) and oxygen (32-38%) (Table 1). The percentage 
of phosphorous, around 3%, was smaller than expected for pure vivianite, which usually 
contains around 9% phosphorous. As the amounts of iron were rather high, the deposit 
was probably a mixture of vivianite and iron oxide. Moreover, other products containing 
simultaneous iron and phosphorous were also suggested in literature: for instance, the 
formation of an amorphous type of iron phosphide Fe2P is possible, this deposit was 
observed under biotic and abiotic conditions, especially when culture media for testing 
microbial corrosion are supplemented with phosphates and sulphates [43, 44]. A 
compound with average stoichiometric formula Zn0.5K1.1PO3.35Fe0.4 was also detected 
during the protection process of 1138 carbon steel by zinc phosphatation followed by a 
post-treatment with potassium monofluorophosphate [45].  
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Figure 1. Open circuit potential versus time for 1145 carbon steel electrode immersed in anaerobic 10 mM phosphate 
solution pH 7.2, with or without addition of hydrogenase. Fluctuations of +/-10 mV that appeared on the graph every 
four hours were due to polarization resistance measurements. 
a)                         without injection;                   b)                         with 30 µL hydrogenase; 
c)                         with 50 µL hydrogenase;  d)                        with 80 µL hydrogenase. 
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Figure 2: Photographs of 1145 carbon steel coupons after 24 hour immersion in anaerobic 10 mM phosphate solution 
pH 7.2 in the absence of hydrogenase (A) and in the presence of 30 µL hydrogenase (B), 50 µL hydrogenase (C) and 80 
µL hydrogenase (D). 
 
 
Figure 3: SEM micrograph for 1145 carbon steel surface after 24 hour immersion in anaerobic 10 mM phosphate 
solution pH 7.2, in the absence of hydrogenase. 
10000 Kx magnification, 10kV acceleration voltage. 
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Hydrogenase amount / 
Element 
Fe O P C K Cl Mn Na 
Control, no hydrogenase  
0µL*  
64/5
1 
32/3
8 
3/4 - 0/1 1/2 - - 
80µL hydrogenase** 61+16 16+10 - 22+21 - 1+0.9 - - 
30µL heated 
hydrogenase 
On deposit (spot 1 in Fig 
7C) 
45 40 6  0.5 - 0.5 8 
30µL heated 
hydrogenase 
In crack (spot 2 in Fig 7C) 
83 14 - - - - - 2 
*maximum/minimum values 
**mean and standard deviation for 5 points analysed 
Table 1: EDX analysis (atomic %) of 1145 carbon steel surface after 24 hour immersion in anaerobic 10 mM phosphate 
solution pH 7.2, with or without hydrogenase. 
 
As shown in Figure 1, injecting hydrogenase caused a fast increase in potential. Most of 
the potential increase occurred during the first hour after injection of the enzyme. Full 
potential increase values ;ΔEͿ ǁere evaluated by subtracting the value of the potential 
just before hydrogenase injection (t = 15 minutes) from the value at t = 7.50 h (before 
the second polarisation resistance measurement). ΔE depended on the aŵount of 
hydrogenase injected and increased from 8 mV for 30 µL hydrogenase to 63 mV for 80 
µL (Table 2). The visual aspects of the deposits obtained after 24 hours were also clearly 
dependent on the amount of hydrogenase (Table 2). With 30 µL hydrogenase, the 
coupon was covered with a bluish mineral that indicated a marked presence of vivianite 
(Fe3(PO4)2, 8H2O). A few pits that turned red when exposed to air also indicated the 
presence of slight local corrosion (Figure 2.B). Addition of 50 µL hydrogenase increased 
the free potential up to 43 mV and the electrode was covered by a grey deposit that 
seemed more thick (Figure 2.C). 80 µL hydrogenase led to a green deposit that was 
unstable and turned red in contact with air, corresponding to a large production of iron 
hydroxides Fe(OH)2 and Fe(OH)3 (Figure 2.D) [46]. SEM surface analysis of coupons 
exposed to 80 µL hydrogenase (coupon D) showed a highly heterogeneous corrosion 
layer: some surface zones were covered by small crystals (Figure 4.A) and an 
heterogeneous deposit appeared on others (Figure 4.B). The chemical analysis of the 
corrosion products on the surface gave around 61% iron, 22% carbon and 16% oxygen 
(Table 1). The high percentages of iron and carbon indicated that the steel surface was 
certainly reached by the EDX probe in the zones where the deposit was not present. The 
standard deviations of the measurements made on 5 different spots, which were 
significantly higher than for the previous measurements (Table 1), confirmed that the 
deposit had an heterogeneous chemical composition. In contrast with all the other 
cases, no phosphorous was detected in the presence of 80 µL hydrogenase. This is in 
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agreement with the visual observation of the electrode (Figure 2.D), where the surface 
of the steel was covered by a reddish iron oxide layer and no vivianite was detected. It 
can be concluded that a large amount of hydrogenase accelerated the formation of the 
corrosion products with a FeII/FeIII ratio unfavorable to vivianite deposition.  
 
Hydrogenase amount /  
Corresponding activity 
Δȵ ;mVͿ Visual aspect of the surface 
0µL / 0 U.mL-1 1 Uniform deposit containing vivianite 
30µL / 2.5 U.mL-1 8 Deposit containing vivianite and a few pits 
50µL / 4.25 U.mL-1 48 Thick greyish deposit 
80µL / 6.8 U.mL-1 63 Marked heterogeneous red deposit Fe(OH)2/3 
30µL-oxygenated / 0 U.mL-1 7 No visible deposit 
30µL-heated / 0 U.mL-1 26 Thick deposit containing vivianite with deep 
cracks 
t=7.5h-Et=15min) and visual aspect of the surface at the end of the experiments (t=24 
h) for 1145 carbon steel coupons immersed in anaerobic 10 mM phosphate solution pH 7.2, with or without 
hydrogenase. 
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Figure 4: SEM micrographs of 1145 carbon steel surface after 24 hour immersion in anaerobic 10 mM phosphate 
solution pH 7.2, containing 80 µL hydrogenase: a zone covered by small crystals (A) and a zone with a heterogeneous 
deposit (B). 10000 Kx magnification, 10kV acceleration voltage. 
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3.2. Effect of deactivated and denatured hydrogenase 
 
Similar experiments were performed with hydrogenase that was previously deactivated 
by exposure to air for 2h30 or denatured by heating the aliquot at 100°C for 30 minutes 
until the solution boiled (Figure 5).  
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Figure 5 : Variation of the open circuit potential versus time for 1145 carbon steel coupons immersed in anaerobic 10 
mM phosphate solution pH 7.2, with hydrogenase (in different states) or without hydrogenase. Fluctuations of +/-10 
mV that appear every four hours were due to polarisation resistance measurements. 
a)                         without injection;      b)                  with 30 µL hydrogenase;  
c)                         with 30 µL heated hydrogenase;     d)                       with 30 µL oxygenated hydrogenase.  
 
 
Injection of 30 µL hydrogenase aliquot deactivated by exposure to air increased the free 
potential by 7 mV. At the end of the experiment, no deposit was visible on the surface 
of the electrode. On the contrary, the electrode was still electrically conductive and 
reflected the light as shown in Figure 6 where the image of the camera lens can be seen 
on the coupon surface.  
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Figure 6: Photograph (A) and SEM micrograph (B) of 1145 carbon steel surface after 24 hour immersion in anaerobic 
10 mM phosphate solution pH 7.2 in the presence of 30 µL hydrogenase deactivated by air. 
SEM characteristics: 10000 Kx magnification, 10kV acceleration voltage. 
 
Addition of 30 µL hydrogenase denatured by heating increased the free potential by 26 
mV. At the end of the experiment, the mild steel electrode surface was covered by an 
important non-conductive deposit with cracks spreading all over the layer (Figure 7).  
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Figure 7: Photograph (A) and SEM micrographs (B and C) of 1145 carbon steel surface after 24 hour immersion in 
anaerobic 10 mM phosphate solution pH 7.2 in the presence of 30 µL heated hydrogenase. The markers in (C) indicate 
the positions where the EDX analyses were performed: on deposit (spot 1) and in a crack (spot 2). 
SEM characteristics: 10000 Kx magnification, 10kV acceleration voltage. 
 
 
The surface was analysed carefully discriminating two different zones: on the upper side 
of the deposit (Figure 7C spot 1) and in the crack (Figure 7C spot 2). EDX analysis (Table 
1) indicated that the amount of iron on the top of the layer (45 %) was around half that 
in the crack (83 %). Phosphorous was present in the deposit (6 %) whereas it was not 
detected in the crack. These data indicate that the deposit was made up of corrosion 
products mixed with vivianite, while only iron and iron hydroxides/oxides were present 
B 
C 
A 
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inside the cracks. The cracks were anodic areas where corrosion was occurring, while 
the phosphate layer was protective. 
 
 
3.3. Measures of Rp and estimation of corrosion rate 
 
During the immersion, a potential scan was performed every four hours, at 0.2 mV s-1 
around the open circuit potential (Eoc) in the range [Eoc – 10mV, Eoc + 10mV]. The Stern-
Geary model was used to determine the polarisation resistances Rp from the 
experimental current-potential measurements (Figure 8). The values of 1/Rp that give an 
evaluation of the corrosion rates (equation 10) are gathered in Table 3. 
 
 
Figure 8 : Example of evaluation of Rp by plotting i = f (E) (potential scan rate: 0.2 mV s
-1
) for 1145 carbon steel 
electrode during immersion in anaerobic 10 mM phosphate solution pH 7.2 in the presence of 30 µL of hydrogenase. 
Regression equation: i (mA)= 0.47(1/k  
 
 
Hydrogenase amount 
2
)) for t after injection  
0h 2h 4h 8h 12h 16h 20h 
Control, no 
hydrogenase  
0µL 
*7.6+2 
10-4 
*9.6+8 
10-4 
**6.7+1 
10-4 
**6.2+2 
10-4 
**5.9+1 
10-4 
**6.2+1 
10-4 
**6.6+1 
10-4 
30µL - - 1.5 10-4 1.6 10-4 1.5 10-4 1.7 10-4 1.9 10-4 
50µL - - 4.0 10-4 3.4 10-4 2.9 10-4 3.1 10-4 3.3 10-4 
80µL - - 2.7 10-4 1.7 10-4 1.5 10-4 1.3 10-4 1.4 10-4 
30µL-oxygenated - - 2.4 10-4 2.2 10-4 2.0 10-4 1.9 10-4 1.8 10-4 
30µL-heated - - 1.3 10-3 8.7 10-4 4.0 10-4 3.1 10-4 2.6 10-4 
*mean and standard deviation for 3 independent experiments 
** mean and standard deviation for 7 independent experiments 
i / m
A
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Table 3: Evolution of 1/Rp versus time during the immersion of 1145 carbon steel coupons in anaerobic 10 mM 
phosphate solution pH 7.2, with or without hydrogenase; Rp is the polarisation resistance calculated through Stearn-
Geary model. 
 
 
Seven control experiments performed without hydrogenase showed identical 1/Rp that 
means identical icorr values, which remained stable during the 24 hour experiments. In 
particular, only a slight modification of 1/Rp values was observed during the first two 
hours of immersion from 8-9.10-4 to 6.10-4 Ω-1.cm-2, then it did no longer significantly 
vary. A 1/Rp value around 6.10
-4 Ω-1.cm-2 (average value from seven experiments) can be 
considered as the stable estimated corrosion current that corresponds to the ͞ŵild steel 
/ ϭ0 ŵM phosphate solution͟ interface used here. It can be noticed that these values 
were close to those reported in the literature for mild steel at open circuit conditions 
[47]. Indeed, in NaH2PO4 0.1 M, pH ϲ.0, Rp has ďeen noted to increase froŵ ϭ88 Ω.cŵ² 
(i.e. 1/Rp= 5.3.10
-3
 Ω-1.cm-2) at ϭ ŵinute to ϭ5ϭϲ Ωcŵ² (i.e. 1/Rp= 6.7.10-4 -1.cm-2) at 60 
minutes. 
 
For the experiments performed with hydrogenase, Tafel plots were recorded every 4 
hours. No measurement was made in the period t = 0 to t = 4 hours to avoid any 
possible disturbance for the surface state of the coupons. In the presence of the 
hydrogenase, 1/Rp values remained almost constant in all cases and lower than the 6.10
-
4 -1.cm-2 obtained in control experiments, except for the heated hydrogenase. In 
agreement with the variation of the free potential, 1/Rp values indicated that the main 
action of hydrogenase occurred before 4 hours. After 4 hours, 1/Rp values indicate a 
͞passive͟ ďehaviour of the ŵild steel due to the phosphate treatŵent and the vivianite 
formation, which was favoured by the presence of hydrogenase. This favourable effect 
of hydrogenase on the formation of a protective deposit of vivianite has already been 
shown [32]. The heated hydrogenase induced more complex behaviour, with a first 
increase of icorr (high values of 1/Rp) followed by a slow continuous decrease. Heated 
hydrogenase increased corrosion rate and then the formation of a thick deposit slowed 
down corrosion. The presence of cracks where corrosion could continue explained why 
1/Rp (thus icorr) remained higher for some hours with respect to the other cases that did 
not show deep cracks.  
 
 
3.4 Discussion of the mechanisms  
 
In the control experiments no local corrosion was observed after 24 hours, icorr was 
almost constant (1/Rp around 6.10-4 -1.cm-2) and coupons were covered with a layer 
containing vivianite, which is known to have a protective effect. Vivianite is an iron (II) 
phosphate, which may be used as a corrosion inhibiting layer on steel surfaces especially 
because of its low solubility. It is indeed used by some industries as a corrosion 
protection method; the procedure is acid phosphating carried out at temperatures of up 
to 95°C and at pH values between 2 and 3.5 with phosphates of zinc, iron or manganese, 
which leads to vivianite production [48]. Although the detailed mechanisms by which 
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phosphate species lead to the formation of protective layers and the composition of the 
deposit obtained in phosphate solutions are still research topics, the main point is to 
have the right amount of Fe II (compared to Fe III) on the material surface that, in 
contact with the phosphate in the medium, leads to the formation of a vivianite deposit. 
This is the case in abiotic conditions when using chelating agent for instance [49]; the 
vivianite layer deposit also depends on phosphate concentration [50, 8], on how the 
preceding oxide layer forms, which is linked to the experimental conditions (electrode 
potential [51] and the presence or not of oxygen [47, 52]). In biotic conditions, other 
mechanisms are suggested: oxygen consumption by the biofilm as the driving force to 
form vivianite [53], acceleration of Fe (III) reduction to Fe (II) in presence of 
microorganisms (such as Geobacter sulfurreducens [54]).  
 
When hydrogenase was added into the solution, the fast variation of the open circuit 
potential with time, the visual and microscopic aspects of the coupon surfaces after 24 
hours, and the 1/Rp values (reflecting icorr) confirmed a strong effect of hydrogenase on 
corrosion of carbon steel. It should be noted that the Rp measurements were done 4 
hours after hydrogenase injection, meaning when the open circuit potential had almost 
recovered a constant value (Figures 1 and 5). Rp measurements were not performed 
before to avoid any disturbance during the first hours, period in which hydrogenase had 
the most obvious effect according to Eoc records. The different behaviours observed can 
consequently be attributed to the presence of hydrogenase only, without any parasite 
effect due to the measurements. 1/Rp values recorded every four hours were then 
almost constant (see Table 3), except when 80 µL enzyme was added. Except in this 
latter case, the stability of 1/Rp (thus icorr) and Eoc consistently indicated that the 
corrosion state reached four hours after hydrogenase injection was roughly stable. Thus, 
the 1/Rp values (as icorr) did not correspond to the period during which hydrogenase 
drastically affected the material, but they corresponded to the new surface steady state 
that was reached after hydrogenase injection. 1/Rp values must consequently be 
commented not as direct measurements of the hydrogenase action, but as 
characteristics of the new state resulting from hydrogenase action.  
 
The presence of hydrogenase always led to a fast increase in Eoc, the amplitude of which 
increased with the quantity of enzyme. Adding 30 µL hydrogenase resulted in a visually 
more important deposit than in control experiments, with slight local pitting. It has 
already been claimed that hydrogenase can induce local cathodic sites that enhance iron 
dissolution in neighbouring anodic sites; the following precipitation of iron ions with 
phosphate forms a crystalline film partially composed of vivianite. Following this model, 
hydrogenase enhanced vivianite formation [32]. The observations made here are 
consistent with this mechanism. Adding 30 µL hydrogenase favoured the formation of a 
better protective layer, as confirmed by the smaller 1/Rp values (1.5 10
-4 Ω-1cm-² instead 
of 6.7 10-4 Ω-1cm-² in control experiments), representing smaller icorr, that were recorded 
after 4 hours. Larger amounts of hydrogenase (50 or 80 µL) resulted in visually more 
important deposits that contained more and more iron oxides/hydroxides. In these 
cases, iron dissolution and/or ion precipitation was enhanced to an extent that could no 
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longer be balanced by the reaction with phosphate species, and corrosion products 
(oxides and hydroxides) accumulated in the layer.  
 
In the presence of 30 µL hydrogenase, the lower icorr compared to control experiments 
can explain the higher value of Eoc obtained. Indeed it means that the anodic reaction 
decreased, and no supplementary hypothesis is required. With 50 µL and 80 µL 
hydrogenase, Eoc ennoblement was roughly proportional to the amount of hydrogenase, 
but icorr kept similar values. It must be concluded that the catalysis of the cathodic 
process was also involved in Eoc increase. In the previous work that dealt with the effect 
of hydrogenase on vivianite formation [32], the cathodic reaction created by the 
presence of hydrogenase was due to the presence of phosphate and of a final electron 
acceptor (the natural redox partner of the enzyme). The cathodic reaction was 
consequently related to the Mechanism 1 described in the introduction section. In 
contrast, the cathodic reaction detected here can only be the reduction of proton (or 
water) into hydrogen (reaction 1) catalysed by the hydrogenase because no other final 
reductant (electron acceptor) was present in solution.  
 
Hydrogenase from Clostridium acetobutylicum is highly sensitive to oxygen traces [55]. 
Keeping it at air, for more than 2 hours, ensured complete loss of its catalytic properties 
for hydrogen oxidation. Adding hydrogenase after deactivating it in air led to an Eoc 
ennoblement similar to that with the same amount of active hydrogenase but, in 
contrast, the presence of the protein avoided the formation of any deposit and even 
protected the material surface against corrosion. Such behaviour was not linked to the 
phosphate medium. Similar observations were made in Tris-HCl pH 6.3: after 24 hours, 
much of the surface remained mirror polished when 30 µL deactivated hydrogenase was 
added, while control experiments in the absence of enzyme showed a homogeneous 
grey film (data not shown). In this case, Eoc ennoblement was due to the decrease of icorr 
induced by the deactivated protein (1/Rp from 6.7 10
-4
 to 2.4 10-4 .cm-2). Eoc 
ennoblement was not linked to a corrosion process but to some kind of protection of 
the ŵaterial ďǇ the protein. Soŵe coŵpleǆ links ďetǁeen ͞inert͟ proteins and the 
corrosion behaviour of metallic surfaces have already been reported in the literature. 
For instance, bovine serum albumin (BSA) adsorbed on iron-chromium alloy showed a 
protective effect against corrosion at pH 1.3, whereas it accelerated local corrosion at 
pH 5.5. In both cases, the protein has been assumed to affect the metal behaviour 
directly, as neither the thickness nor the composition of the protective layer was 
affected [56]. Using deactivated hydrogenase revealed that the simple protein shell, 
without enzymatic activity, have a remarkable protective effect. This effect due to the 
protein nature of hydrogenase was certainly also one of the causes of the icorr decreases 
that were recorded with active hydrogenase. It must be concluded that hydrogenase 
affects the electrochemical behaviour of mild steel via different simultaneous effects. As 
already shown, adsorbed hydrogenase can catalyse the reduction of proton/water and 
induce local cathodic/anodic sites that enhance iron dissolution. In the presence of 
phosphate species this effect favours the formation of a protective layer containing 
vivianite [32]. This model remains consistent with the data obtained here. The 
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protective effect of the protein shell must now be added. Moreover large amounts of 
hydrogenase lead to the accumulation of iron oxides/hydroxides in the deposited layer, 
which gets a cracked structure. 
 
Hydrogenase denatured by heating had the greatest effect on the electrochemical 
parameters and the deposit structure. An important deposit was observed with a 
heterogeneous, cracked structure. Obviously the corrosive effect of hydrogenase was 
not linked to its traditional activity for hydrogen oxido-reduction. Heating the enzyme 
completely denatured it, by unwinding and cutting the shell of amino acids that make 
up its structure. [Fe]-hydrogenases contain numerous Fe-S clusters that provide an 
electron transfer pathway between the buried active site and the molecular surface. 
[Fe]-hydrogenases have a domain with two [4Fe4S]-ferredoxin-like clusters not far from 
the active site, which are called mesial (FS4A) and distal (FS4B). In addition, the enzyme 
has a small domain containing a [4Fe-4S] cluster (called FS4C) and a plant–like 
ferredoxin domain with a [2Fe-2S] cluster (called FS2) [57, 58]. Heating the enzyme 
resulted in its architecture exploding, exposing the metallic clusters to the external 
surroundings or even releasing the Fe-S clusters.  
 
As an important conclusion to this work, it can be assumed that the catalysis of proton 
reduction was caused by the adsorption on the coupon surface of the iron-sulphur 
clusters contained in the hydrogenase. This hypothesis perfectly explains that corrosion 
enhancement was controlled by the amount of hydrogenase and that the effect was 
stronger after the enzyme had been denatured by heating. The catalysis of corrosion by 
hydrogenase may now be thought as another case of catalysis by iron-sulphur 
compounds. To some extent, the mechanisms suggested here may be compared with 
the mechanisms generally accepted for the microbial corrosion induced by sulphate 
reducing bacteria (SRB). SRB reduce sulphate to sulphide ions, which react with the iron 
ion forming iron sulphide FeS. FeS deposits catalyse proton reduction [16, 17]. Cathodic 
zones (FeS) and anodic zones (Fe) are created on the same electrode, implying 
accelerated deterioration of the material by galvanic corrosion [59 60].  
 
Hydrogenase from C. acetobutylicum contains 20 atoms of Fe (six in the active site, 
twelve in the [4Fe-4S]-type clusters (FS4A, FS4B, FS4C) and two in the [2Fe-2S]-type 
clusters (FS2) [39]). The concentration of hydrogenase in the initial aliquots was 0.33 x 
10-6 M. When 30 µL of the aliquot was injected into the 0.05 L electrochemical cell, the 
final concentration in the cell was 2 x 10-10 M. The overall amount of Fe contained in the 
electrochemical cell was then 4 x 10-9 M. In parallel, the hydrogenase has 18 atoms of 
sulphur (four in the H cluster, twelve in the [4Fe-4S] clusters: FS4A, FS4B, and FS4C and 
two in 2Fe2S: FS2). The total concentration of sulphur in the electrochemical cell was 
3.6 x 10-9 M. These concentrations are very low, and it must be concluded that the 
specific iron clusters contained in the enzyme are highly efficient in catalysing proton 
reduction, certainly much more than the bulk iron sulphide deposits produced by SRB. 
Actually this conclusion is consistent with the function of these clusters inside the 
protein that contributes to the efficiency of the reversible ͞proton reduction / hǇdrogen 
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oǆidation͟ reaction. Thanks to this redox chain, hydrogenase has an extremely high 
activity, of the order of 0.2 mole of hydrogen oxidised per minute per milligram of 
protein. Suitable adsorption of these clusters on the coupon surface should also be an 
important factor in efficiency. The presence of amino acids coming from the protein 
shell, even after unwinding or denaturing by heating, certainly promotes effective 
adsorption.  
 
 
Conclusion 
 
Hydrogenase from Clostridium acetobutylicum confirmed a high reactivity with surfaces 
of mild steel. Using less concentrated phosphate solution than in the previous work 
allowed a gradual effect of hydrogenase to be pointed out, which increased with its 
concentration in solution. These operating conditions also led to detect different effects 
of hydrogenase. The action of hydrogenase on mild steel surfaces must now be 
considered as the result of the complex combination of different elements: local 
catalysis of proton/water reduction that induces local iron dissolution, protective effect 
due to the protein shell, formation of a protective layer containing vivianite when 
phosphate species are present, cracked structure of the deposit that favours local 
corrosion. Moreover, the electrochemical action of hydrogenase is not only linked to its 
regular enzyme activity but also to the presence of the ion-sulphur compounds. The 
denatured enzyme revealed thus to be more active than the active hydrogenase.  
 
Such a versatility of the phenomenon with respect to the experimental conditions, in 
particular the sensitivity of hydrogenase to oxygen, which makes it shift from an active 
enzyme to a protective protein, is certainly a main cause of the variety of results that 
have been reported in the literature so far on the possible role of hydrogenases in 
microbial corrosion. From this study, a pre-treatment based on the adsorption of inert 
proteins on steel surface could be proposed as an eco-friend solution in the view to 
reduce the corrosion in field conditions. Moreover this work may also be a track to 
develop a new procedure for the deposit of vivianite protective layer on mild steel.  
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- Classification des aciers 
 
La norme NF EN 10020 distingue, selon leur composition (Barralis & Maeder 2005)p46-47 :  
- Les aciers non alliés, dont les teneurs en divers éléments sont inférieures aux teneurs limites 
reportées dans le Tableau 1. 
- Les aciers inoxydables, contenant au moins 10,5 % de chrome et au maximum 1,2% de 
carbone. 
- Les autres aciers alliés, non inoxydables, dont au moins un des éléments atteint la limite 
établie dans le Tableau 1.  
 
Al B Bi Co Cr Cu Mn Mo Nb Ni 
% limites 0,30 0,01 0,10 0,30 0,30 0,40 1,65 0,08 0,06 0,30 
 
Pb Se Si Te Ti V W Zr 
Autres 
Sauf C, N, S, P 
% limites 0,40 0,10 0,60 0,10 0,05 0,10 0,30 0,05 0,10 
Tableau 1: Teneurs limites des divers éléments utilisés pour désigner un matériau (% massique) (Barralis & Maeder 2005). 
Dans la norme AFNOR (Association française de Normalisation) les symboles utilisés pour désigner un 
ŵatériau sont ďasés sur la coŵposition chiŵiƋue de l’acier. Dans la norŵe AISI (American Iron Steel 
Institute), la dénomination des aciers est composée de chiffres. La norme NF EN 10027-1 
(désignation européenne) classe les aciers selon leur emploi et leurs caractéristiques mécaniques ou 
encore selon leur coŵposition chiŵiƋue à l’aide de symboles et la norme NF EN 10027-2 définit un 
sǇstğŵe de désignation nuŵériƋue généralisaďle à toutes les catégories d’alliage. Ces deuǆ tǇpes de 
désignation sont développés ci-après. 
 
Désignation symbolique 
- Aciers désignés à partir de leur emploi et de leurs caractéristiques mécaniques  
La désignation symbolique des aciers dans la norme NF EN 10027-1 comprend une ou plusieurs 
lettres suivies d’un noŵďre donnant la valeur ŵiniŵale de la liŵite d’élasticité ;ReͿ ou de la 
résistance à la traction (Rm) en MPa. La signification des principaux symboles retrouvés en début de 
désignation est reportée dans le Tableau 2. S’il s’agit d’un acier ŵoulé, la désignation est précédée 
de la lettre G. 
Lettre Acier Nombre 
S De construction Re 
P Pour appareils sous pression Re 
L Pour tubes de conduite Re 
E De construction mécanique Re 
B A béton Rm 
Y Pour béton précontraint Rm 
R Pour ou sous forme de rails Re 
H ou HT Laminé pour emboutissage à froid Re ou Rm 
DC, DD, DX Laminé pour formage à froid - 
Tableau 2 : Désignation des aciers selon leur emploi (Barralis & Maeder 2005). 
290 
 
Par eǆeŵple l’acier E2ϵ5 est un acier de construction ŵécaniƋue de liŵite d’élasticité ŵiniŵale égale 
à 295 MPa. 
- Aciers désignés à partir de leur composition chimique 
Cette désignation distingue Ƌuatre catégories d’aciers (Barralis & Maeder 2005):  
- Aciers non alliés de teneur en manganèse inférieure à ϭ% ;à l’eǆclusion des aciers de 
décolletage). La désignation comprend la lettre C suivie du pourcentage massique de 
carbone multiplié par 100. Une lettre peut ensuite être ajoutée pour donner des précisions : 
la lettre E précise Ƌue l’acier contient du souffre pour aŵéliorer l’usinaďilité, la lettre C 
concerne les aciers pour formage et la lettre S les aciers pour ressort. Par exemple la 
dénomination C35 désigne un acier non allié à 0,35% de carbone. 
 
- Aciers non alliés de teneur en manganèse supérieure à 1%, aciers non alliés de décolletage, 
aciers alliés pour lesƋuels la teneur d’aucun éléŵent n’atteint 5 % ;à l’eǆclusion des aciers 
rapides). Ces aciers sont communément nommés aciers faiblement alliés. La désignation 
coŵprend, dans l’ordre, le pourcentage ŵassiƋue de carďone ŵultiplié par ϭ00, les sǇŵďoles 
chiŵiƋues des éléŵents d’alliage – dans l’ordre décroissant des teneurs en ces éléŵents –,  
puis les teneurs en chaque élément multipliées par un facteur (puisque ces teneurs sont 
faiďlesͿ, arrondies à l’unité la plus proche et séparées par un trait d’union. Le facteur dépend 
de l’éléŵent considéré (Tableau 3). 
 
Eléments Facteur multiplicatif 
Cr, Co, Mn, Ni, Si, W 4 
Al, Be, Cu, Mo, Nb, Pb, Ta, Ti, V, Zr 10 
N, P, S 100 
B 1000 
Tableau 3: Facteurs multiplicatifs pour les divers éléments(Barralis & Maeder 2005). 
Par exemple le 35NiCrMo16 contient 0,35% de carbone, 4% de Nickel (16/4), ainsi que du 
chrome et du molybdène.  
- Aciers alliés dont la teneur d’au ŵoins un des éléŵents est supérieure ou égale à 5 % (à 
l’eǆclusion des aciers rapidesͿ. Ces aciers sont coŵŵunéŵent noŵŵés aciers forteŵent 
alliés. La désignation est identique à celle précédemment développée, mais elle est précédée 
de la lettre X et les teneurs des éléments sont données sans multiplicateur. Par exemple le 
X10CrNi18-8 est un acier allié à 0,1% de carbone, 18% de chrome et 8% de nickel. Les aciers 
inoxydables font partie des aciers fortement alliés et sont essentiellement alliés au chrome 
(teneur supérieur ou égale à 10,5%) et au nickel. Ces deux éléments confèrent 
respectivement une grande résistance à la corrosion (inoxydabilité) et une bonne propriété 
mécanique. La teneur en carbone est inférieure ou égale à 1,2%. Les aciers inoxydables sont 
classés en quatre familles : ferritique, austénitique, martensitique et austénoferritique. 
 
- Aciers rapides. La désignation comprend les lettres HS, les nombres indiquant les teneurs 
ŵoǇennes arrondis à la valeur la plus proche des éléŵents d’alliage dans l’ordre : W, Mo, V, 
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Co. Par exemple le HS2-9-1-8 est un acier rapide à 2% de tungstène, 9% de molybdène, 1% 
de vanadium et 8% de cobalt. 
Globalement, la désignation peut être complétée par des indications supplémentaires, comme la 
pureté. On désigne également pour chaque nuance des classes de qualité (qui vont de la basse 
qualité à la très haute qualité) JR, JO, J2, G3. Les qualités des aciers se distinguent notamment par 
leur degré de soudabilité. Les lettres J, K et L suivies d’une lettre ou un chiffre correspondent à une 
énergie de rupture ou résilience garantie à une température donnée. Les détails de cette désignation 
additionnelle sont reportés dans le Tableau 4. 
 
 
Lettre ou chiffre suivant 
R 0 2 … 6 
Energie de 
rupture 
J 
De 27 J/cm² 
garantie à 
Température 
ambiante (20°C) 
0°C -20°C … -60°C K De 40 J/cm² 
garantie à 
L 
De 60 J/cm² 
garantie à 
Tableau 4 : Symboles additionnels désignant une énergie de rupture garantie à une température donnée. 
 
D’autres tǇpes de sǇŵďoles additionnels et suppléŵentaires peuvent égaleŵent ġtre ajoutés, 
lorsque les symboles principaux sont insuffisants pour caractériser un acier. Les symboles 
supplémentaires sont séparés des précédents par le signe « + ». Ils concernent essentiellement la 
nature des revêtements, les états de surface, les conditions de traitement ou des exigences spéciales. 
Les principaux symboles additionnels et supplémentaires sont regroupés dans le Tableau 5. 
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 Lettre Signification 
Symboles additionnels 
G1 Non calmé 
G2 Calmé 
G3 Recuit de normalisation 
G4 Etat de livraison libre 
GH 
Avec caractéristiques mécaniques 
spécifiées à température élevée 
C Formage à froid spécial 
D Galvanisé 
F Forgeage 
L 
Pour application à basse 
température 
M Formage thermomécanique 
N Laminé ou laminage normalisant 
Q Trempé et revenu 
O Pour applications en haute mer 
S Pour construction navale 
T Sous forme de tube 
W 
Résistant à la corrosion 
atmosphérique 
Symboles supplémentaires 
précédés d’un signe + 
C Gros grains 
F Grains fins 
H Trempabilité 
… … 
Tableau 5 : Symboles additionnels principalement retrouvés dans la désignation des aciers et leur signification. 
Par eǆeŵple le S2ϯ5JR est un acier de construction de liŵite d’élasticité ŵiniŵale égale à 2ϯ5 MPa, 
avec une énergie de rupture de 27J/cm² garantie à température ambiante.  
Désignation numérique 
La désignation nuŵériƋue, généralisaďle à toutes les catégories d’alliage est construite de la façon 
suivante : 
  1.      ��       �� 
 
 
 
 
 
Eq. 1. 
Par eǆeŵple, l’acier inoǆǇdaďle Xϭ0CrNiϭ8-8 (désignation symbolique) est décrit de la manière 
suivante en désignation numérique : 1.4310. Le nombre 43 correspond aux groupes des aciers 
inoxydables à teneur en nickel supérieure ou égale à 2,5% et ne contenant ni molybdène, ni niobium, 
ni titane. Le noŵďre ϭ0 se réfğre au nuŵéro d’ordre dans ce groupe. 
 
Les cinƋ tǇpes d’acier coŵŵunéŵent retrouvés sont regroupés dans le Tableau 6 : 
Acier N° du groupe 
d’acier 
N° d’ordre dans 
le groupe 
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Eléments 
Désignation 
symbolique 
Exemple 
Domaine 
d’utilisation De 
base 
D’additions 
Désignatio
n 
symboliqu
e 
Désignation 
numérique 
Aciers non 
alliés 
Fe, C - 
Lettre + Re  
(+  qualité) 
ou 
Lettre + Rm  
(+ qualité) 
S235JR 
E295 
1.0037 
1.0050 
Usage général de 
base 
(construction) 
Construction 
mécanique 
Aciers non 
alliés 
spéciaux 
Fe, C - 
C + 
%carbone×100 
C35 1.1181 
Forets, ressorts, 
ŵatrices… 
Aciers 
faiblement 
alliés 
Fe, C 
Cr, Co, Mn, 
Ni, Si, W, 
Al, Be, Cu, 
Mo, Nb, 
Pb, Ta, Ti, 
V, Zr, Ce, N, 
P, S, B 
%carbone×100 
+ élément 
d’alliage  
+ %×facteur 
36NiCrMo1
6 
1.6773 
Pour traitements 
thermiques, 
roulement à 
ďille… 
Aciers 
fortement 
alliés  
Fe, C 
Cr, Co, Mn, 
Ni, Si, W, 
Al, Be, Cu, 
Mo, Nb, 
Pb, Ta, Ti, 
V, Zr, Ce, N, 
P, S, B 
X + 
%carbone×100 
+ éléments 
d’alliage  
+ % 
X10CrNi18-
8 
1.4310 
Chimie, 
nucléaire, 
alimentaire, 
coutellerie, 
équipements 
ŵénagers… 
Aciers 
rapides 
Fe, C 
W, Mo, V, 
Co, Cr 
HS + % des 
éléments 
d’alliage 
HS2-9-1-8 1.3348 
Outillage 
(découpe à 
haute vitesse, 
forets…Ϳ 
Tableau 6 : Dénominations principales des nuances d'acier selon la norme européenne EN10027-1-2. 
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PRODUITS SIDERURGIQUES 
DETERMINATION DE LA GROSSEUR DU GRAIN - IMAGES-TYPES (Planche A) 
Annexe â 
I 'EURONORM 
103 ­ 71 
Image-type η I 
Indice de grain 
pour un 
grossissement de 25 50 
1 
100 
3 
200 
5 
400 
7 
800 
Image-type n II Image-type n III 
Indice de grain 
pour un 
grossissement de 25 
0 
50 
2 
100 | 
4 
200 
ó 
400 
8 
800 
Indice de grain 
pour un 
grossissement de 
Image-type n IV 
25 
1 
50 
3 
100 
5 
200 
7 
400 
9 
800 
Indice de grain 
pour un 
grossissement de 
0 
25 
2 
50 
4 6 
100 | 200 
8 
400 
10 
800 
Image-type n V Image-type n VI 
ηττ.\ 
Image-type η VII Image-type n VIII 
Indice de grain 
pour un 
grossissement de 
1 
25 
3 
so 
5 
100 
7 
200 
9 
400 
11 
800 
Indice de grain 
pour un 
grossissement de 
2 
25 
A 
50 
6 
100 
8 10 
200 400 
12 
800 
Indice de grain 
pour un 
grossissement de 
ì 
25 
5 
50 
7 
100 
9 
200 
11 
400 
13 
800 
Indice de grain 
pour un 
grossissement de 
4 
25 
6 
50 
8 
100 
10 
200 
12 
400 
14 
800 
NOTA Dans le cas du grossissement 100, l'indice conventionnel G de grosseur du grain est égal au n° de l'image-type. 
Dans le cas d'un grossissement différent de 100, l'indice est différent. 
Le tableau placé au bas de chaque image-type donne la correspondance entre l'indice de grosseur du grain et les principales valeurs 
du grossissement. 
Selon norme AFNOR NF A 04-102 
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PRODUITS SIDERURGIQUES 
DETERMINATION DE LA GROSSEUR DU GRAIN - IMAGES-TYPES (Planche B) 
Image-type η I 
Indice de grain 
pour un 
grossissement de 
— 3 
25 
- 1 
50 
1 
100 
3 
200 
5 
400 
7 
800 
Image-type η V 
Image-type η II 
Indice de grain 
pour un 
grossissement de 
- 2 
25 
0 
50 
2 
100 
4 
200 
6 
400 
8 
800 
Image-type η VI 
Indice de grain 
pour un 
grossissement de 
1 
25 
3 
50 
5 
100 
7 
200 
9 
400 
11 
800 
Indice de grain 
pour un 
grossissement de 
2 
25 
4 
50 
6 
100 
8 
200 
10 
400 
12 
800 
Image-type η III 
Indice de grain 
pour un 
grossissement de 
— 1 
25 
1 
50 
3 
100 
5 
200 
7 
400 
Image-type η VII 
Indice de grain 
pour un 
grossissement de 
3 
25 
5 
50 
7 
100 
9 
200 
11 
400 
9 
800 
13 
800 
Annexe à 
I 'EURONORM 
103 - 71 
Image-type η IV 
Indice de grain 
pour un 
grossissement de 
0 
25 
2 
50 
4 
100 
6 
200 
8 
400 
10 
800 
Image-type n VIII 
Indice de grain 
pour un 
grossissement de 
4 
25 
6 
50 
8 
100 
10 
200 
12 
400 
14 
800 
NOTA Dans le cas du grossissement 100, l'indice conventionnel G de grosseur du grain est égal au n° de l'image-type. 
Dans le cas d'ungrossissement différent de 100, l'indice est différent. 
Le tableau placé au bas de chaque image-type donne la correspondance entre l'indice de grosseur du grain et les principales valeurs 
du grossissement. 
Selon norme AFNOR NF A 04-102 

PRODUITS SIDERURGIQUES 
DETERMINATION DE LA GROSSEUR DU GRAIN - IMAGES-TYPES (Planche C) 
Annexe à 
EURONORM 
103 - 71 
Image-type η I 
Indice de grain 
pour un 
grossissement de 
- 3 | - 1 1 3 5 : 7 
25 50 100 200 400 800 
Image-type n II 
Indice de grain 
pour un 
grossissement de 
- 2 0 2 4 6 8 
25 50 100 : 200 . 400 ' 800 
Image-type n III 
Indice de grain 
pour un 
grossissement de 
1 
25 '50 ' 1 00 J 200 ! 400 ¡ 800 
Image-type n IV 
8 , 1 0 Indice de grain ι 0 2 4 6 pour un 
grossissement de I 25 ! 50 100 200 400 800 
Image-type η VI Image-type η VII 
Indice de grain 
pour un 
grossissement de 
1 
25 
3 
50 
5 
100 
7 
200 
9 
400 
11 
800 
Indice de grain 
pour un 
grossissement de 
2 4 ι 6 8 I 10 ! 12 
i ι 
25 ! 50 ' 100 I 200 i 400 I 800 
Indice de grain 
pour un 
grossissement de 
3 
25 
5 
50 
7 ! 
100 | 
9 
200 
11 
400 
13 
800 
Indice de grain 
pour un 
grossissement de 
I L 
25 
6 
50 
8 
100 
10 
200 
12 
400 
14 
800 
NOTA Dans le cas du grossissement 100, l'indice conventionnel G de grosseur du grain est égal au n= de l'image-type. 
Dans le cas d'un grossissement différent de 100, l'indice est différent. 
Le tableau placé au bas de chaque image-type donne la correspondance entre l'indice de grosseur du grain et les principales valeurs 
du grossissement. 
ΛΓΜΟΓΪ ΜΓ Λ Γ Μ - ΐ η 9 

PRODUITS SIDERURGIQUES 
DETERMINATION DE LA GROSSEUR DU GRAIN - IMAGES-TYPES (Planche D) GRAINS MACLES 
A n n e x e à 
I E U R O N O R M 
103 71 
Image-type η I 
Indice de grain 
poui un 
grossissement de η ; Ί 
1 1 3 
1 0 0 200 
5 7 
:00 800 
Image-type n V 
¿fi* ■m, **·«« 
Indice de grain ι 
pour un 
grossissement de 2 5 50 
S 
100 200 
9 
400 
1 1 
800 
Image-type n II 
Indice de grain 
pour un 
grossissement de 
- 2 0 7 4 6 
25 50 1 0 0 200 400 
Image-type n VI 
Indice de qrain I pour un 
grossissement de 2 5 50 
6 
100 
s 
200 
1 '. 
400 300 
Image-type n III 
Indice de grain 1 — 1 1 
pour un 
grossissement de 25 50 
3 
100 
5 7 9 
200 ' 4 0 0 8 0 0 
Image-type n VII 
Image-type η IV 
indice de grain 
pour un 
grossissement de 
0 
25 
: 
50 
4 6 
1 0 0 200 
8 10 
•100 800 
^ 
Indice de grain 
pour un 
grossissement de 
3 
25 
7 9 11 13 
50 1 0 0 200 4 0 0 8 0 0 
Image-type n VIII 
•~ì*-*'>Jks fi-
& > ' 
Indice de grain 4 
pour un 
grossissement de 2 5 
6 8 10 1 2 | 1 4 
50 1 0 0 200 4 0 0 800 
NOTA Dans le cas du grossissement 100. l ' indice convent ionnel G de grosseur du grain est egal au n de l ' image-type 
D a n s l e c a s d ' u n grossissement different de 100. l ' indice est di f férent 
Le tableau place au bas de chaque image-type donne la cor respondance entre l ' indice de grosseur du grain et les pr incipales valeurs 
du grossissement 
Selon norme AFNOR NF A 04-102 
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Exacerbation of the mild steel corrosion process by direct electron transfer between [Fe-Fe]-
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Ingrid ROUVRE, Régine BASSEGUY 
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Accepté et paru dans Bioelectrochemistry 
Doi : 10.1016/j.bioelechem.2016.04.005 
 
Action mechanism for [Fe-Fe]-hydrogenase to extract electrons from a conductive material: new 
view 
Ingrid ROUVRE, Charles GAUQUELIN, Isabelle MEYNIAL-SALLES, Régine BASSEGUY 
A soumettre dans Bioelectrochemistry  
- en attente de la publication de la caractérisation biochimique de l’éƋuipe pƌoduisaŶt l’eŶzyŵe - 
 
New hypothesis in the mechanism of action of [Fe-Fe]-hydrogenase to take electrons from a 
conductive materials in Tris-HCl and phosphate solutions 
Ingrid ROUVRE, Alain BERGEL, Régine BASSEGUY 
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Prix du meilleur poster dans la session corrosion. 
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Eurocorr 2014 (Pise, Italie) 
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Présentation orale et poster : Transfert électroniƋue direct entre l’hǇdrogénase et l’acier douǆ : un 
motif de biodégradation accélérée 
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Eurocorr 2016 (11-15 septembre, Montpellier) 
Résumé soumis pour présentation orale : Action mechanisms of hydrogenase to accelerate mild steel 
anaerobic corrosion 
 Résumé 
Les hydrogénases ont été identifiées comme des protéines clé de la corrosion induite par les micro-
organismes (CIM) mais leur réel iŵpact est encore sujet à controverses. Bien Ƌu’elles soient présentes dans la 
plupart des microorganismes impliqués dans la biocorrosion anaérobie, leur participation dans un transfert 
électronique direct a rarement été démontrée. L’oďjectif de ce travail est d’étudier l’influence de l’hǇdrogénase sur 
la corrosion anaéroďie de l’acier en approfondissant la coŵpréhension des phénoŵğnes interfaciauǆ Ƌui régissent 
son action. Il s’agit en particulier d’étudier l’incidence des centres Fe-S présents dans la protéine et Ƌui s’étaient 
révélés ġtre des acteurs ŵajeurs lors de précédents travauǆ au LGC. Pour cela, différents tǇpes d’hydrogénases ont 
été conçus, élaborés en collaďoration avec l’éƋuipe EAD3 du LISBP, INSA Toulouse, et étudiés : la native et des 
mutants possédant un nombre plus ou moins important de centres Fe-S. 
Dans un premier temps, le choix des matériaux a été réalisé sur la base des résultats de caractérisation et 
d’étude du coŵporteŵent électrochiŵiƋue dans le ŵilieu Tris-HCl. L’acier douǆ S2ϯ5JR a été choisi car c’est le 
ŵatériau le plus réactif pour ŵettre en évidence l’influence de l’hǇdrogénase.  
Par la suite, les preŵiğres études en présence de divers tǇpes d’hǇdrogénases ;native et ŵutantsͿ ont révélé 
que la présence de certaines molécules additionnelles dans le milieu de purification ne permet pas d’oďtenir un saut 
du potentiel d’aďandon et une vitesse de corrosion eǆclusiveŵent liés auǆ enzǇŵes. Le protocole de purification des 
enzymes a donc été optimisé pour permettre un meilleur rendement de purification avec une activité enzymatique 
haute, tout en ayant le moins possible d’iŵpact sur les signaux électrochimiques.  
Enfin, l’utilisation d’un sac de dialǇse pour concentrer l’hǇdrogénase au voisinage de l’électrode de travail a 
perŵis d’eǆacerďer l’effet de l’enzǇŵe : une augŵentation du potentiel d’aďandon ainsi Ƌue de la vitesse de 
corrosion a été observée. La spectroscopie d’iŵpédance couplée à des analǇses de surface a également confirmé le 
fort pouvoir corrosif de l’hǇdrogénase. En outre, les électrolyses réalisées à potentiel cathodique ont mis en 
évidence la catalǇse de la réaction de réduction par transfert électroniƋue direct entre l’hǇdrogénase et la surface de 
l’acier. Le ŵoteur responsaďle de la prise d’électrons est le centre catalǇtiƋue de l’enzǇŵe, les centres Fe-S jouant 
seulement un rôle de transfert des électrons au sein de la protéine. 
 
Mots clés : biocorrosion, hydrogénase, transfert électronique direct, acier doux, centres FeS, centre catalytique  
Abstract 
 
Hydrogenases have been identified as key proteins in microbially induced corrosion (MIC) phenomena but 
their real impact is still a controversial issue. Even though they are present in most of the microorganisms involved in 
anaerobic biocorrosion, their participation in a direct electron transfer mechanism has rarely been demonstrated. 
The purpose of the present work is to study the influence of hydrogenase on the anaerobic corrosion of steel by 
deepening the understanding of interfacial phenomena governing its action. The study is particularly focusing on the 
effect of Fe-S clusters, which had proved to be major players in earlier work at LGC. To achieve this, different types 
of hydrogenases were designed, developed in collaboration with the EAD3 team of LIBP, INSA Toulouse, and studied: 
the native and mutants, containing a higher or lower number of Fe-S. 
First, the material choice was carried out on the base of the characterization results and electrochemical 
behavior study in Tris-HCl medium. The S235JR mild steel was chosen since it is the more reactive material to 
highlight the influence of hydrogenase. 
Thereafter, the first studies in presence of various types of hydrogenases (native and mutants) have revealed 
that the presence of additional molecules in the purification medium does not permit to get an open-circuit 
potential jump and a corrosion rate that could be attributed solely to enzymes. The enzyme purification protocol has 
been then optimized to simultaneously allow a better purification performance with a high enzymatic activity and a 
lower impact on electrochemical signals. 
Finally, the use of a dialysis bag to concentrate hydrogenase in the close vicinity of the working electrode led 
to the exacerbation of the enzyme effect: an open-circuit potential ennoblement as well as a corrosion rate increase 
were observed. Impedance spectroscopy coupled with surface analysis also confirmed the strong corrosiveness of 
hydrogenase. Electrolysis performed at a cathodic potential brought to light the catalysis of the reduction reaction 
that occurred by direct electronic transfer between the hydrogenase and the steel surface. The driving force of the 
electron uptake is the catalytic center of the enzyme, the Fe-S clusters only acting in the electron transfer within the 
protein. 
 
Key words: biocorrosion, hydrogenase, direct electronic transfer, mild steel, FeS clusters, catalytic center 
